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The Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV), for which no vaccine or 
effective treatment is available, causes severe lower respiratory tract infections, such 
as bronchiolitis and pneumonia, in infants, the elderly, and immunocompromised 
adults. These pathologies are characterized by an intense inflammatory process that 
contributes to increased disease. Our goal is to understand how this process is 
regulated to avoid its pathological effects. Following virus infections, intracellular 
signaling pathways leading to the induction of proinflammatory genes are activated. 
Those pathways are tightly regulated by ubiquitination/deubiquitination of several 
proteins of the route. In this thesis, we have investigated how the innate immune 
response against HRSV is induced and regulated by ubiquitination/deubiquitination 
processes. By using specific siRNAs, it has been shown that the downregulation of 
the RIG-I receptor reduced the immune response drastically in HRSV infected cells. 
In contrast, downregulation of the deubiquitinase TNFAIP1/A20, a master regulator 
of inflammation, by siRNAs or gene knockout, showed increased 
inflammatory/antiviral response and reduced virus production. Similar results were 
obtained when the expression of A20-interacting proteins, such as TAX1BP1 and 
ABIN1, was silenced. Additionally, downregulation of A20, TAX1BP1, and ABIN1 
increased cell apoptosis in HRSV-infected cells. 
To identifying new molecules to treat HRSV infection, siRNAs to the viral 
fusion (F) or nucleoprotein (N) were designed. These siRNAs reduced virus 
replication to a similar extent. However, while targeting HRSV N reduced the cellular 
immune response drastically, HRSV F silencing had only a moderate effect. 
Additionally, bispecific siRNAs targeting viral and cellular immune genes at the same 
time were also designed that reduced both virus replication and the immune 
response. 
These results show that HRSV replication and the associated early innate 







El Virus Respiratorio Sincitial Humano (VRSH), para el cual no existe una 
vacuna ni tratamiento específico, causa infecciones graves del tracto respiratorio 
inferior, tales como bronquiolitis y neumonía, en niños pequeños, ancianos y adultos 
inmunocomprometidos. Estas patologías se caracterizan por un intenso proceso 
inflamatorio que contribuye a agravar la enfermedad. Nuestro objetivo es entender 
cómo se regula este proceso para evitar su efecto patológico. Tras una infección 
viral, se activan rutas de señalización intracelular que dan lugar a la expresión de 
genes proinflamatorios. Estas rutas están fuertemente reguladas mediante 
ubiquitinación/deubiquitinación de varias proteínas que participan en ellas. En esta 
tesis, hemos investigado cómo se induce la respuesta inmune frente al VRSH y 
cómo se regula por procesos de ubiquitinación/deubiquitinación. Mediante el uso de 
siRNAs específicos, se ha demostrado que el silenciamiento del receptor RIG-I 
reduce de forma drástica la respuesta inmune en las células infectadas por el 
VRSH. Por el contrario, la inhibición de la expresión de la deubiquitinasa 
TNFAIP3/A20 (una proteína fundamental en la regulación de la inflamación) 
mediante siRNAs o en células “knockout”, dio lugar a un aumento de la respuesta 
inflamatoria/antiviral y un descenso de la producción de virus. Resultados similares 
se obtuvieron cuando se inhibió la expresión de proteínas que interaccionan con 
A20, tales como TAX1BP1 y ABIN1. Además, la inhibición de A20, TAX1BP1 y 
ABIN1 aumentó los niveles de apoptosis en las células infectadas por el VRSH. 
Con el objetivo de identificar nuevas moléculas para tratar las infecciones por 
el VRSH, se diseñaron siRNAs frente a las proteínas virales F o N. Ambos siRNAs 
redujeron la replicación viral de forma similar. Sin embargo, mientras que el 
silenciamiento de N redujo de forma drástica la respuesta inmune celular, el 
silenciamiento de F tuvo solo un efecto moderado. Además, también se diseñaron 
siRNAs biespecíficos dirigidos frente a genes virales y celulares al mismo tiempo, 
los cuales redujeron tanto la replicación del virus como la respuesta inmune. 
Estos resultados muestran que la replicación del VRSH y la respuesta 
inmune innata asociada se pueden modular mediante siRNAs frente a distintos 









































































1. Virus Respiratorio Sincitial Humano  
El Virus Respiratorio Sincitial Humano (VRSH) se aisló por primera vez en 
1955 en una colonia de chimpancés que presentaron síntomas de un resfriado 
común (estornudos, tos y secreción nasal) en Baltimore, Estados Unidos (Blount et 
al., 1956). Posteriormente, el mismo virus fue aislado en niños con infección de las 
vías respiratorias y en la actualidad es reconocido como el principal causante de las 
infecciones del tracto respiratorio inferior (LRTI) en pacientes pediátricos (Chanock 
and Finberg, 1957, Chanock et al., 1957). 
1.1. Clasificación taxonómica  
El VRSH pertenece a la familia Pneumoviridae, dentro del orden 
Mononegavirales (Figura 1) (Amarasinghe et al., 2019, Collins, 2013). La familia 
Pneumoviridae engloba los géneros Metapneumovirus (especies Metapneumovirus 
aviar y Metapneumovirus humano) y Orthopneumovirus, en el cual se incluyen las 
especies del Virus Respiratorio Sincital Bovino (VRSB), Virus Respiratorio Sincitial 












Figura 1. Esquema de la clasificación taxonómica del Virus Respiratorio Sincitial Humano. En rojo 






1.2. Características de la infección  
1.2.1. Epidemiología y transmisión 
La infección por el VRSH afecta principalmente a la población pediátrica, se 
estima que casi la totalidad de niños se han infectado por este virus a la edad de 
dos años. La población adulta también es susceptible a la infección por el VRSH, 
aunque los síntomas son más severos en acianos y grupos de riesgo como 
pacientes inmunodeprimidos, con enfermedades cardiacas congénitas o con 
enfermedades pulmonares crónicas (Falsey et al., 2005, Mazur et al., 2018, Walsh, 
2017, Sundaram et al., 2014, Widmer et al., 2014). Las reinfecciones por el VRSH 
continúan a lo largo de la vida, aunque la severidad de la infección va disminuyendo 
con el paso de los años (Hall et al., 2009, Walsh, 2017). En 2015 se estimaron en 
torno a 33.1 millones de casos de infecciones del tracto respiratorio inferior 
causadas por el VRSH en niños menores de cinco años en todo el mundo, de las 
cuales alrededor de 3.2 millones requirieron hospitalización, y 60.000 fallecieron. 
Estos datos varían entre los diferentes países, de modo que los países en desarrollo 
presentan unas tasas mayores que los países desarrollados (Shi et al., 2017, 
Lozano et al., 2012). 
El VRSH presenta una actividad estacional que depende, tanto de la 
localización geográfica, como del clima. En climas templados, las epidemias anuales 
suceden durante los meses de otoño e invierno (Bloom-Feshbach et al., 2013, 
Hogan et al., 2016). En las zonas tropicales, la circulación del VRSH es más 
variable, siendo más común durante la época de lluvias, pero circulando a lo largo 
de todo el año (Bloom-Feshbach et al., 2013). 
El VRSH es altamente contagioso y su propagación sucede a través del aire, 
o mediante el contacto directo con secreciones de las vías respiratorias o 
conjuntivas de individuos infectados (Collins, 2013, Piedimonte and Perez, 2014). 
1.2.2. Aspectos clínicos  
La infección por el VRSH presenta un periodo de incubación que oscila entre 




fiebre, como signos más frecuentes de la infección. Posteriormente, aparece tos, 
taquipnea, inflamación de las mucosas de las vías respiratorias y sibilancias, siendo 
este último un síntoma característico de la bronquiolitis causada por el VRSH. En 
pacientes con infección severa puede darse letargia, otitis media, inapetencia e 
incluso episodios de apnea (Walsh, 2017, Piedimonte and Perez, 2014). 
La bronquiolitis causada por el VRSH se caracteriza por una inflamación de 
los bronquios y bronquiolos del paciente infectado. Esta inflamación, junto a la 
mucosidad, produce la obstrucción del lumen de las vías respiratorias, reduciendo el 
flujo de aire a través de ellas. En el caso de la población infantil, las vías 
respiratorias son más estrechas (250 µm en adultos frente a 120 µm en bebés de 2 
a 4 meses), por lo que se obstruyen más fácilmente incrementando la severidad de 
la patología (Pickles and DeVincenzo, 2015). 
Aparte del tamaño de las vías respiratorias, la gravedad de la infección por el 
VRSH depende de una serie de factores de riesgo: (i) Relacionados con el 
desarrollo del recién nacido: prematuridad (Gouyon et al., 2013), exposición al 
tabaco durante y después del embarazo (Semple et al., 2011, Bradley et al., 2005, 
Koehoorn et al., 2008), edad de la infección (Nascimento et al., 2010), género 
masculino (Semple et al., 2011, Koehoorn et al., 2008), lactancia materna (Miller et 
al., 2011) o asma materno durante el embarazo (Carroll et al., 2007). (ii) 
Comorbilidades en adultos: enfermedad pulmonar crónica, enfermedades 
congénitas cardiacas (Ochoa Sangrador et al., 2010), pacientes 
inmunocomprometidos, cáncer, fibrosis quística (Manzoni et al., 2017, Billings et al., 
2002), co-infecciones virales (García García et al., 2001), dermatitis atópica (Al-
Shehri et al., 2005) o síndrome de Down (Manzoni et al., 2017, Bloemers et al., 
2007). (iii) Otros factores: bajo estatus socioeconómico (Koehoorn et al., 2008), la 
etnia (Grimwood et al., 2008, Meissner, 2003, Leader and Kohlhase, 2003), la 
estacionalidad al nacimiento (Grimwood et al., 2008), contaminación ambiental (Karr 
et al., 2007), o factores genéticos (Manzoni et al., 2017, Alvarez et al., 2013).  
Los costes que implican las hospitalizaciones de pacientes infectados por el 
VRSH son muy altos a nivel global. Países como Canadá, Estados Unidos o 
Australia han informado de un impacto económico importante relacionado con las 




Ranmuthugala et al., 2011). En el caso de España, un estudio realizado en 2015 por 
Gil-Prieto et al (Gil-Prieto et al., 2015), también mostró un gran impacto económico 
con un gasto anual de 47 millones de euros en hospitalizaciones de niños menores 
de 5 años con infección por VRSH. 
1.3. Diagnóstico y tratamiento 
Un correcto diagnóstico de la infección es necesario para poder proporcionar 
un adecuado y temprano tratamiento en los grupos de riesgo, controlar la dispersión 
de la enfermedad evitando una propagación nosocomial, y reducir el uso 
innecesario de antibióticos o la duración de los mismos (Alvarez et al., 2009, 
DeVincenzo et al., 2010). En el diagnóstico de la infección por el VRSH, destacan 
de forma rutinaria los test rápidos de detección de antígenos (RADTs) como la 
inmunofluorescencia directa (IF), y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
(Principi and Esposito, 2009, Leland and Ginocchio, 2007, Aslanzadeh et al., 2008). 
Esta última es la más empleada, ya que presenta mayor sensibilidad, una detección 
más rápida de la presencia del virus, y puede realizarse a partir de muestras de 
hisopos y lavados nasales y aspirados nasofaríngeos, tanto de pacientes pediátricos 
como de adultos (Liao et al., 2009, Leland and Ginocchio, 2007). 
A pesar de los esfuerzos de los últimos años, actualmente no se ha 
conseguido desarrollar ningún tratamiento eficaz o vacuna frente al VRSH. Tanto en 
la población pediátrica, como en la adulta, se emplean cuidados de soporte tales 
como la eliminación mecánica de secreciones, administración de oxígeno, 
hidratación oral o intravenosa y en los casos más graves, ventilación mecánica 
(Vincent et al., 2017). Estas prácticas se complementan con el empleo de 
dexametasona (Kuyucu et al., 2004), ribavirina (aprobado en 1986) (Chu and 
Englund, 2013) o roflumilast (Calverley et al., 2009). 
El único tratamiento específico actual frente a las infecciones por el VRSH es 
la inmunización pasiva con palivizumab (MEDI-493, Synagis, MedImmune Vaccines, 
Inc., Gaithersburg, MD, USA) (Johnson et al., 1997, Group, 1998), aunque 
solamente se emplea como tratamiento profiláctico en pacientes de alto riesgo (Chu 
and Englund, 2013). Palivizumab es un anticuerpo monoclonal frente a la proteína F 
(Beeler and van Wyke Coelingh, 1989), capaz de inhibir la fusión de las membranas 




un 55% el número de hospitalizaciones por VRSH en niños, aunque al compararlos 
con un grupo control, no se encontraron diferencias en el número de admisiones a 
las unidades de cuidados intensivos o en la necesidad de ventilación mecánica 
(Group, 1998). El inconveniente principal de palivizumab es su baja efectividad en 
los niños ya infectados, aparte de su alto coste y su administración de forma 
intravenosa o intramuscular (Chu and Englund, 2013). 
Aparte del palivizumab, actualmente se están desarrollando nuevas 
aproximaciones terapéuticas frente a la infección por el VRSH, basadas en: nuevos 
anticuerpos (Carbonell-Estrany et al., 2010, Ramilo and OSJ, 2012, Feltes et al., 
2011, Fernández et al., 2010), inhibidores de la fusión (Bonfanti and Roymans, 
2009, Olszewska et al., 2011), inhibidores de la polimerasa (Tiong-Yip et al., 2012), 
benzodiacepinas frente a la nucleocápsida del virus (Chapman et al., 2007, Chu and 
Englund, 2013) o RNAs de interferencia pequeños (siRNA) (DeVincenzo, 2008, 
Zamora et al., 2011). 
El desarrollo de una vacuna frente al VRSH se ha visto dificultado por la 
inmadurez del sistema inmune de los pacientes pediátricos, la capacidad del VRSH 
de evadir la respuesta inmune innata, y la inducción de una inmunidad adaptativa de 
corta duración que no previene la reinfección por este virus (Esposito et al., 2016). 
Además, el fracaso de un estudio llevado a cabo en 1967, en el que se empleó una 
vacuna con el virus inactivado con formalina, hace que los ensayos clínicos actuales 
sean mucho más estrictos. Durante ese estudio, los niños vacunados desarrollaron 
una mayor gravedad de los síntomas ante una infección natural posterior, en 
comparación con el grupo control, e incluso se produjeron dos muertes en los 
pacientes vacunados (Kapikian et al., 1969, Kim et al., 1969).  
Las investigaciones en el campo de las vacunas frente al VRSH se están 
centrando en nanopartículas (Novavax) y vacunas desarrolladas a partir de 
subunidades del virus para la población anciana y las embarazadas; y vacunas 
basadas en vectores recombinantes y subunidades del virus para la población 
pediátrica (PATH, 2019, Jares Baglivo and Polack, 2019). Entre las diferentes 







1.4. Biología molecular del VRSH 
1.4.1. Estructura y genoma 
La morfología de los viriones del VRSH es heterogénea, encontrándose 
principalmente formas redondeadas (entre 100 a 350 nm de diámetro) o 
filamentosas (de 60 a 200 nm de diámetro y hasta 10 µm de longitud). En la 
envuelta del virión se disponen 3 glicoproteínas transmembrana: la glicoproteína G 
(G) de unión al receptor celular; la proteína de fusión (F), y la proteína pequeña 
hidrofóbica (SH). Debajo de esta membrana, la proteína de la matriz (M) forma una 
capa que encierra la nucleocápsida, formada por el RNA viral (RNAv) y 4 proteínas 
virales: la nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P), la proteína M2-I/II y la polimerasa 
(L) (Figura 2) (Collins, 2013, Collins et al., 2013, Melero, 2017). 
 
El VRSH presenta un genoma compuesto por una sola molécula de RNA no 
segmentado, cadena simple de polaridad negativa, y de aproximadamente 15 
kilobases (Kb) de longitud. Este genoma se dispone de forma helicoidal asociado a 
la nucleoproteína del virus formando una ribonucleoproteína resistente a las RNasas 
(Collins, 2013). El genoma de la cepa Long empleada en esta memoria tiene un 












Figura 2. Representación de la partícula del VRSH. Se indica la posición de las diferentes 




las diferentes cepas del virus. Contiene 10 genes que codifican para un total de 11 
proteínas debido a que el gen M2 presenta dos fases de lectura abiertas (ORF) 
accesibles a los ribosomas, que se traducen en las proteínas M2-I y M2-II (Collins et 
al., 1986, Gould and Easton, 2007). El genoma carece de la estructura CAP en el 
extremo 5’ y de la cola de poli-A en el extremo 3’ (Collins et al., 2013). Presenta una 
región “leader” de 44 nucleótidos (nt) en el extremo 3’ del genoma que precede al 
gen NS1, que es donde se encuentra el promotor para la transcripción de los genes. 
En el extremo 5’ se encuentra la región “tráiler” de 155 nt (Figura 3) (Bukreyev et al., 
2000, Harmon and Wertz, 2002). 
 
Cada uno de los genes del VRSH presenta una secuencia altamente 
conservada de 9 nt denominada “Gene Start” (GS) en su extremo 3’ y una 
secuencia ligeramente conservada de 12 a 14 nt denominada “Gene End” (GE) en 
su extremo 5’ (Harmon and Wertz, 2002, Bukreyev et al., 2000). La secuencia GS 
dirige el inicio de la síntesis del mRNA de cada uno de los genes y la adición del 
CAP (Bukreyev et al., 2000, Harmon and Wertz, 2002, Wang et al., 2007, Muniyandi 
et al., 2018). Por otro lado, la secuencia GE actúa como secuencia señal de 
terminación de la transcripción y para la adición de la cola de poli-A al extremo 3’ del 
mRNA (Kuo et al., 1996, Fearns and Collins, 1999). Los últimos dos genes del 
VRSH, M2 y L se encuentran solapados 68 nt, en concreto la secuencia GS de la L 
se sitúa 68 nt por delante de la secuencia GE del gen M2 (Figura 3) (Collins et al., 
1987). 
1.4.2. Proteínas virales 
 Proteínas no estructurales NS1 y NS2: Son dos proteínas de pequeño 






Figura 3. Esquema del genoma del VRSH. Los números en rojo indican el tamaño en nucleótidos 
de las regiones intergénicas, en verde el tamaño de cada gen y en negro el número de 




virión maduro (Collins et al., 2013, Spann et al., 2005). Inhiben la inducción 
de interferón α/β (IFNα/β) (Spann et al., 2004) y su señalización (Ren et al., 
2011) en las células infectadas. También inhiben la apoptosis de estas 
células, favoreciendo la supervivencia celular y la producción de virus (Bitko 
et al., 2007). Aunque tienen actividad por separado, se ha demostrado que 
son más eficientes cuando actúan conjuntamente (Spann et al., 2005). 
 Nucleoproteína (N): Formada por 391 aminoácidos, se une tanto al RNA 
genómico como al antigenómico del VRSH, formando una ribonucleoproteína 
helicoidal para evitar la degradación del RNA por las RNasas (Collins et al., 
2013, Bakker et al., 2013). 
 Fosfoproteína (P): Tiene un tamaño de 241 aminoácidos y actúa como co-
factor de la RNA polimerasa viral. Interacciona con la nucleoproteína y la 
proteína M2-I para formar la nucleocápsida del virus y favorece la unión de la 
nucleoproteína a los RNA virales de nueva síntesis (Melero, 2017, Collins et 
al., 2013).  
 Proteína de la Matriz (M): Formada por 256 aminoácidos, se encuentra 
situada en la cara interna de la membrana viral. Juega un papel clave en 
coordinar el ensamblaje y empaquetamiento del virus en la membrana 
plasmática, promoviendo la interacción de las glicoproteínas virales de la 
envuelta y la nucleocápsida (Money et al., 2009).  
 Proteína pequeña hidrofóbica (SH): Es una glicoproteína transmembrana de 
tipo II de 64 aminoácidos de tamaño (Chen et al., 2000). Su función no se 
conoce con claridad aunque se ha visto que está involucrada en prevenir la 
apoptosis de las células infectadas (Lin et al., 2003, Fuentes et al., 2007) y 
puede actuar como viroporina, modificando la permeabilidad de la membrana 
(Araujo et al., 2016, Gan et al., 2012). 
 Glicoproteína de unión al receptor (G): Es una glicoproteína que puede 
encontrarse como proteína transmembrana de tipo II (G) (Melero, 2017), o en 
forma soluble (Gs) que se secreta al exterior celular. La forma 
transmembrana se encuentra anclada a la envuelta de la partícula viral 
siendo la encargada de la unión entre el virión y la célula hospedadora a 
través del receptor celular de la fracktalkina (CX3CR1) (Johnson et al., 2015, 




de la proteína G y podría actuar como señuelo para atrapar anticuerpos 
neutralizantes dirigidos contra la proteína G del VRSH y minimizar los efectos 
antivirales de la respuesta inmune humoral (Hendricks et al., 1988). 
 Proteína de Fusión (F): Es una glicoproteína transmembrana de tipo I, de 574 
aminoácidos de tamaño. Su función principal es la de fusionar la envuelta de 
la partícula viral con la membrana plasmática de la célula hospedadora 
(Melero, 2017). En estadios tardíos de la infección, la proteína F expresada 
en la superficie de las células infectadas puede fusionarse con células 
vecinas formando los sincitios multinucleares característicos de la infección 
por VRSH (Melero, 2017). La proteína F está considerada como la principal 
diana para el desarrollo de fármacos antivirales, y junto a la proteína G, 
antígeno diana de anticuerpos neutralizantes inducidos por la infección 
(Melero, 2017, McLellan et al., 2013). 
 Proteína M2-I o 22K: Codificada por el gen M2 a partir de la primera fase de 
lectura abierta (Gould and Easton, 2007), tiene un tamaño de 194 
aminoácidos y actúa como un factor esencial de la transcripción evitando su 
terminación prematura (Collins et al., 1995, Collins et al., 1996). Forma 
homotetrámeros altamente estables que se unen al RNA viral y a la 
fosfoproteína del virus (Richard et al., 2018, Muniyandi et al., 2018). También 
está involucrada en el ensamblaje de la partícula viral interaccionando con la 
M y la nucleocápsida (Kiss et al., 2014, Muniyandi et al., 2018). 
 Proteína M2-II: Proteína no estructural de 90 aminoácidos que es codificada a 
partir de la segunda fase de lectura del gen M2 (Gould and Easton, 2007). Es 
sintetizada a bajos niveles en las células infectadas y está involucrada en la 
regulación del cambio entre transcripción y replicación del RNA (Bermingham 
and Collins, 1999, Melero, 2017). 
 RNA polimerasa RNA dependiente (L): Es la proteína de mayor tamaño del 
VRSH con 2165 aminoácidos (Melero, 2017). La conformación de la 
polimerasa depende de su interacción con la fosfoproteína viral con la cual 
forma el complejo de la RNA polimerasa para unirse a la proteína N y dirigir la 







1.4.3. Ciclo de replicación 
El contacto entre la partícula viral y la célula hospedadora sucede a través de 
la unión de la proteína G del virus con el receptor CX3CR1 de la fracktalkina en las 
células epiteliales pulmonares (Johnson et al., 2015, Chirkova et al., 2015). Al 
mismo tiempo, la proteína F también favorece la unión de ambas membranas a 
través de la interacción con la nucleolina de la superficie celular (Collins, 2013). 
Durante la unión, la proteína F, en su estado inicial de pre-fusión, sufre un cambio 
conformacional al interaccionar con los receptores de la membrana celular, pasando 
por varios intermediarios inestables hasta alcanzar el estado de post-fusión más 
estable. El resultado de este cambio conformacional es el acercamiento de la 
membrana viral y celular, con la consiguiente fusión de las membranas y la 
formación de un poro de fusión por el que la nucleocápsida viral pasa al citoplasma 
celular (Figura 4) (Melero, 2017). 
Una vez que penetra el genoma viral en el interior celular, la transcripción y 
replicación del virus suceden en el citoplasma de la célula. La transcripción se inicia 
en un único promotor en el extremo 3’ del genoma al que se une la polimerasa para 
iniciar la transcripción secuencial a través de un mecanismo “start-stop” dirigido por 
las secuencias GS y GE de cada uno de los genes (Figura 4) (Kuo et al., 1996). La 
polimerasa reconoce la secuencia GS e inicia la transcripción del gen hasta llegar a 
la secuencia GE donde para la transcripción y libera el transcrito. La polimerasa 
seguirá la transcripción uniéndose a la secuencia GS del siguiente gen. Sin 
embargo, durante este proceso, una parte de las moléculas de la polimerasa no 
iniciarán de nuevo la transcripción, produciéndose un gradiente en el que los genes 
más próximos al promotor serán transcritos con mayor frecuencia (Figura 4) (Collins 
et al., 2013). En el caso de la transcripción del gen L, la polimerasa debe volver 
hacia atrás 68 nt hasta encontrar la secuencia GS del gen L ubicada en la región 
codificante del gen M2, por lo que se produce una atenuación adicional de su 
transcripción. 
El cambio de la transcripción a la replicación del VRSH está mediado por los 
niveles de la proteína M2-II. Altos niveles de esta proteína inhiben la transcripción y 




producidas las proteínas del virus, la replicación se inicia en el primer nt del extremo 
3’ del genoma (Noton et al., 2010, Noton and Fearns, 2011). La polimerasa ignora 
las señales GS y GE y produce un RNA intermediario complementario al RNA 
genómico de longitud completa y polaridad positiva, denominado antigenoma. Este 
RNA de polaridad positiva sirve como molde para que la polimerasa pueda generar 
las copias de RNAv genómico (Noton et al., 2012). Tanto los RNAs genómicos como 
antigenómicos se asocian a la proteína N a medida que se van sintetizando. 
Posteriormente, las moléculas de RNA genómico interaccionan con las proteínas L, 
P y M2-I del virus para formar la nucleocápsida viral (Fearns et al., 2000, Hanley et 
al., 2010). 
 
Una vez sintetizado todo el material viral, se produce el ensamblaje de la 
















Figura 4. Esquema del ciclo replicativo del VRSH. Se muestra la entrada del genoma viral (RNAv) 
al citoplasma celular donde se lleva a cabo la transcripción secuencial de los genes virales. La 
replicación del genoma tiene lugar a través de un RNA copia complementario y de polaridad 
positiva que actúa como intermediario. Por último, las proteínas del virus migran hacia la 
membrana plasmática de la célula donde se empaquetarán y saldrán por gemación al exterior 




regiones se ensamblan las glicoproteínas de superficie (G, F y SH) junto con la 
proteína M del virus, formando parches que excluyen a las glicoproteínas celulares. 
La proteína M forma una capa bajo la membrana plasmática coordinando el 
ensamblaje del resto de las proteínas virales. La proteína M, junto a los microtúbulos 
y la actina celular, promueve la migración de las nucleocápsidas formadas en el 
citoplasma hacia la membrana plasmática. Las diferentes interacciones entre la 
proteína M y las glicoproteínas de superficie promueven el empaquetamiento y 
liberación de la partícula viral al exterior celular, proceso durante el cual el virus 
adquiere la envuelta lipídica a partir de la membrana plasmática de la célula 
infectada (Figura 4) (Melero, 2017, Collins, 2013, Collins et al., 2013, Muniyandi et 
al., 2018, Zhang et al., 2002). 
2. Respuesta inmune frente al VRSH 
El sistema inmune juega un papel esencial en el control de la infección por el 
VRSH, pero también en su patología. Las células epiteliales respiratorias infectadas 
producen una gran cantidad de citoquinas y quimioquinas de manera localizada, 
desencadenando una respuesta inflamatoria, de la que dependerá en gran medida 
el grado de patología de la infección (Collins, 2013, Russell et al., 2017). 
2.1. Respuesta inmune innata temprana 
En la infección por el VRSH la respuesta inmune innata se inicia en las 
células epiteliales de las vías respiratorias, principales dianas del virus. Aunque el 
VRSH también puede infectar macrófagos y células dendríticas, estas células son 
menos permisivas a la infección. Las células infectadas liberan una serie de 
mediadores inflamatorios y restos de partículas virales que alertan al sistema 
inmune innato de la presencia de una infección y establecen un estado antiviral 
localizado. La infección por el VRSH es detectada en las células epiteliales 
mediante los denominados “receptores de reconocimiento de patrones” (PRR, 
Pattern Recognition Receptors) (Takeuchi and Akira, 2010) que reconocen los 
llamados “patrones moleculares asociados a patógenos” (PAMPs, Pathogen-
Associated Molecular Patterns) que, en el caso del VRSH, son principalmente los 
RNAs virales con extremo 5’-trifosfato y el RNA de doble cadena que se produce 
durante la replicación (Welliver, 2008, Kohlmeier and Woodland, 2009, Schmidt and 




proinflamatoria en la que participan diferentes proteínas adaptadoras, quinasa y 
factores de transcripción. En la infección por el VRSH, los principales PRRs 
descritos son los receptores RLR (RIG-I Like Receptors), receptores TLR (Toll Like 
Receptors) y receptores NOD (NOD Like Receptors) (Takeuchi and Akira, 2010). 
Las principales quinasas que participan en la respuesta frente al VRSH se agrupan 
en dos complejos: (i) complejo canónico IKKα, IKKβ e IKKɤ/NEMO, (ii) complejo no 
canónico IKKԑ y TBK1 (Figura 5). Estas quinasas activan los distintos factores de 
transcripción que darán lugar a la expresión de diferentes genes proinflamatorios y 
antivirales. Los factores de transcripción que principalmente se activan en la 
infección por el VRSH son: (i) factor nuclear –κB (NF-κB), activado por el complejo 
canónico IKKα/β/ɤ; (ii) factores reguladores de interferón 3 y 7 (IRF3/7) activados 
por el complejo no canónico TBK1/IKKԑ; (iii) factor de transcripción de la proteína 1 
activadora (AP-1) activado por proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 
(Figura 5). La activación y translocación de los factores de transcripción hacia el 
interior del núcleo celular inducirá la expresión de interferón de tipo I (IFN-I), 
citoquinas, quimioquinas y moléculas antivirales (Welliver, 2008, Martínez et al., 
2007, Kumar et al., 2011). 
En la infección por el VRSH, se ha descrito que los interferones I y III son los 
principales mediadores de la respuesta inmune innata, inducidos a través de la 
activación de RIG-I. Los factores de transcripción claves en la producción de IFN 
son los IRF3 e IRF7 que son activados por el complejo de quinasas 
TBK1/IKKԑ/NEMO (Figura 5) (Kalliolias and Ivashkiv, 2010). El IFN secretado puede 
actuar mediante la unión a sus receptores (IFNAR) de una forma autocrina o 
paracrina para activar la cascada de señalización mediada por JAK/STAT (quinasa 
Janus/activador de transcripción y transductor de la señal), dando lugar a la 
expresión de los denominados genes estimulados por IFN (ISGs, interferon 
stimulated genes) con potente actividad antiviral (Sun and Lopez, 2017, Gonzalez-







2.1.1. Receptores RLR (RIG-I Like Receptors) 
Esta familia de receptores está compuesta por tres tipos de receptors 
intracelulares: RIG-I (Retinoic acid Inducible Gene I), MDA5 (Melanoma 
Differentiation-Associated protein 5) y LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 
2). Estos receptores están formados por dos dominios de reclutamiento de caspasas 
en su región N-terminal (CARDs), un dominio central RNA helicasa y un dominio de 




















Figura 5. Cascada de señalización intracelular. Esquema de las principales rutas de la respuesta 
inmune innata desencadenadas por la activación de las diferentes familias de receptores PRRs. 
Tras el reconocimiento de los PAMPs por los diferentes receptores celulares (cGAS, RLR, TLRs y 
NLRs), la señalización se propaga a través de proteínas adaptadoras (STING, MAVS, TRIF, 
MyD88 y RIP2 respectivamente) hacia la activación de moléculas de la familia de las TRAFs 
(TRAF3/6) y de diferentes complejos de quinasas (Ikkα/β/ɤ, TBK1/IKKԑ, TAK1/TAB 1/2/3, MAPKs) 
dando lugar a la activación de los factores de transcripción IRF3/7, NF-κB y AP1 y la expresión de 
IFN-I, citoquinas proinflamatorias y otros genes antivirales. vDNA, DNA viral; ssRNA, RNA viral de 




citoplasma y reconocen el RNA viral de cadena simple y doble. Desencadenan las 
rutas asociadas a la activación de los factores de transcripción IRF3/7 y NF-кB, en 
las que intervienen TRAF3/6 (TNF Receptor Associated Factor 3 y 6) (Figura 5). 
TRAF3/6 pertenecen a la familia TRAF, proteínas adaptadoras caracterizadas por 
un dominio TRAF en su extremo C-terminal que permite la interacción con otras 
proteínas, y un dominio RING (Really Interesting New Gene) en su extremo N-
terminal que les proporciona actividad E3 ubiquitina ligasa (Arguello et al., 2014). En 
la infección por el VRSH, RIG-I es el principal receptor que reconoce el RNAv e 
induce la cascada de señalización de la respuesta inmune innata (Figura 5) 
(Kohlmeier and Woodland, 2009, Takeuchi and Akira, 2010, Okamoto et al., 2017). 
2.1.2. Receptores TLR (Toll Like Receptors) 
Es una de las familias mejor caracterizadas que detecta PAMPs procedentes 
del medio extracelular, pero también procedentes de endosomas y lisosomas 
intracelulares. Pertenecen a los receptores transmembrana de tipo I con 
repeticiones ricas en leucinas en el extremo N-terminal (Welliver, 2008, Takeuchi 
and Akira, 2010). Están ampliamente distribuidos en las vías respiratorias de varios 
tipos celulares, incluyendo las células epiteliales respiratorias, macrófagos 
alveolares, y células dendríticas (Oshansky et al., 2009). 
En la infección por el VRSH, principalmente participan los receptores TLR3 y 
TLR4 que activan la cascada de señalización mediada por TRAF3/6 para activar la 
transcripción de diferentes genes de respuesta inmune inflamatoria y antiviral 
(Takeuchi and Akira, 2010). En las células epiteliales pulmonares infectadas por el 
VRSH se ha observado la activación de TLR3, y como consecuencia, un incremento 
en los niveles de expresión de CXCL10 (IP10) y CCL5 (RANTES) (Rudd et al., 
2005). Por otro lado, la proteína F del VRSH es reconocida por los receptores TLR4 
en monocitos humanos (Kurt-Jones et al., 2000). La activación de otros receptores 
TLR, como TLR7 y TLR9, localizados en los endosomas de las células dendríticas 
plasmacitoides, también se ha relacionado con las infecciones por virus respiratorios 






2.1.3. Receptores NLR (NOD Like Receptors) 
Los receptores del tipo NOD (NLR) actúan como sensores de patógenos 
citoplasmáticos. Están formados por un dominio central de unión a nucleótidos, un 
domino C-terminal de repeticiones ricas en leucinas y un dominio N-terminal a 
través del cual interaccionan con otras proteínas. La señalización intracelular 
desencadenada por los NLRs está mediada por el receptor de interacción con 
serina/treonina quinasa 2 (RIP2), y desemboca en la activación de los factores de 
transcripción NF-κB y AP1 (Figura 5) (Okamoto et al., 2017). 
2.2. Respuesta inmune adaptativa 
En las infecciones por el VRSH, la respuesta inmune adaptativa es 
fundamental para la resolución de la infección. Sin embargo, la respuesta inmune 
protectora que se genera frente al VRSH es muy débil y de vida corta, lo que 
dificulta una inmunidad completa y favorece las reinfecciones a lo largo de la vida. 
No obstante, la sintomatología de las infecciones sucesivas es menos severa que 
en la infección primaria (Sun and Lopez, 2017). 
En la respuesta humoral frente al VRSH, varias proteínas del virus son 
capaces de inducir la producción de anticuerpos, tales como N, la P o la M2-I. Sin 
embargo, la inducción de anticuerpos neutralizantes solamente se ha visto para el 
caso de las glicoproteínas G y la F (Oshansky et al., 2009). Varios estudios han 
mostrado una correlación positiva entre los niveles séricos de IgG frente al VRSH y 
los niveles de IgA procedentes de lavados nasofaríngeos, con una mayor protección 
frente a la infección por el VRSH (Glezen et al., 1981, Piedra et al., 2003, Falsey, 
2007, Luchsinger et al., 2012, Chu et al., 2014, Habibi et al., 2015). Además, se han 
detectado altos títulos de anticuerpos neutralizantes frente al VRSH en el suero de 
niños recién nacidos, transferidos a través de la placenta materna. Este paso de 
anticuerpos hacia el feto favorece la inmunización pasiva del recién nacido y le 
protege de la infección durante los primeros meses de vida (Oshansky et al., 2009, 
Chu et al., 2014, Brandenburg et al., 1997). Altos títulos de anticuerpos 
neutralizantes en el suero de recién nacidos se han correlacionado con una menor 
frecuencia de infecciones graves causadas por el VRSH. Este dato explica el mayor 
riesgo de los niños prematuros a padecer una infección más severa, ya que tienen 




La importancia de los anticuerpos en la protección frente a la infección por el VRSH 
está avalada también por el empleo de un anticuerpo monoclonal neutralizante 
frente a la proteína F (palivizumab). Este anticuerpo es el único tratamiento 
disponible en la actualidad capaz de reducir el número de hospitalizaciones por el 
VRSH cuando se usa de forma preventiva (Chu and Englund, 2013). 
En cuanto a la respuesta celular, los linfocitos T son esenciales para el 
aclaramiento del virus. Se ha demostrado que la eliminación del virus puede 
prolongarse en el tiempo en individuos inmunocomprometidos. Este aumento en el 
tiempo de eliminación del virus también se ha visto en animales de experimentación 
en los que se eliminaron los linfocitos T CD4+ y T CD8+ y donde, además, se 
observa un menor daño pulmonar, lo que demuestra que ambos tipos celulares 
están implicados en el aclaramiento del virus y en su patología (Graham et al., 
1991). En un estudio llevado a cabo en niños inmunodeprimidos, también se 
observó un incremento en el tiempo de eliminación de la infección, en comparación 
con el tiempo medio en niños sanos (Lenschow et al., 2005). 
La severidad de la infección por el VRSH parece estar relacionada 
principalmente con una respuesta inmune inadecuada, ya que el VRSH tiene un 
efecto poco citopático. La activación de esta respuesta inmune en las células 
infectadas por el VRSH lleva asociada una alta producción de citoquinas y 
quimioquinas que atraen al lugar de la infección diferentes tipos de células, tales 
como los neutrófilos, basófilos, macrófagos, linfocitos, etc. (Newton et al., 2016). 
Este incremento de mediadores inmunes en las vías respiratorias puede dar lugar a 
un proceso inflamatorio descontrolado, lo que puede terminar dañando el epitelio 
respiratorio (Oshansky et al., 2009). La hiperreactividad y producción de moco en 
las vías respiratorias producidas por el VRSH también son propias del asma. La 
producción de citoquinas mediada por un incremento en los niveles de linfocitos T 
CD4+ del subtipo 2 (Th2) se ha correlacionado con la severidad de la infección por el 
VRSH en pacientes pediátricos (Varga and Braciale, 2013, Legg et al., 2003, Roman 
et al., 1997). 
2.3. Modulación de la respuesta inmune por proteínas del VRSH 
Se han descrito distintos mecanismos por los cuales el VRSH es capaz de 




inhibición de IFN-I por las proteínas NS1 y NS2 del VRSH, aunque la proteína G y la 
N también presentan propiedades inmumoduladoras (Openshaw et al., 2017). 
Las proteínas NS1 y NS2 del virus son claves para la inhibición de la 
producción y señalización de interferón en las células infectadas por el VRSH. Estas 
proteínas son capaces de evadir la respuesta inmune del hospedador mediante 
diferentes mecanismos: (i) La proteína NS2 se une a uno de los dominios CARD de 
RIG-I y la proteína NS1 se une a MAVS (Mitochondrial Antiviral-Signaling Protein), 
previniendo la interacción de RIG-I con MAVS, y afectando a la respuesta inmune 
innata (Ling et al., 2009). (ii) La proteína viral NS1 se une a IRF3, lo que impide su 
unión al promotor de IFN-β (Ren et al., 2011). (iii) Ambas proteínas, NS1 y NS2, 
favorecen la degradación de STAT2 vía proteasoma, inhibiendo la señalización 
dependiente de IFN y reduciendo la expresión de ISGs (Lo et al., 2005). (iv) La 
proteína NS1 sola, o en combinación con NS2, inhibe la maduración de las células 
dendríticas, atenuando su eficacia como células presentadoras de antígenos y la 
producción de citoquinas y quimioquinas (Munir et al., 2008). (v) Las dos proteínas 
no estructurales del virus suprimen la respuesta antiviral del hospedador, inhibiendo 
la apoptosis de las células infectadas y favoreciendo la activación de moléculas de 
supervivencia celular (Bitko et al., 2007). 
A parte de las proteínas no estructurales, la proteína G soluble puede actuar 
como señuelo, uniéndose a los anticuerpos neutralizantes específicos frente a la 
proteína G, lo que disminuye la neutralización del virus (Collins, 2013). Esta 
conformación soluble puede también unirse a los receptores CX3CR1 de las células 
dendríticas, y de algunos linfocitos, e inducir una quimiotaxis alterada reduciendo su 
función (Openshaw et al., 2017). Por último, la nucleoproteína del virus puede 
interrumpir la sinapsis inmunológica formada entre las células T CD4+ y las células T 
CD8+ citotóxicas, al interaccionar con el complejo mayor de histocompatibilidad de 
las células T (Céspedes et al., 2014). 
3. Regulación de la respuesta inmune innata por procesos de 
ubiquitinación y deubiquitinación 
Las cascadas de señalización intracelular activadas por el reconocimiento de 
patógenos se encuentran finamente reguladas por procesos de 




postraduccionales modulan la actividad, localización, y señalización de las proteínas 
que intervienen en las rutas de señalización, ajustando su funcionamiento de forma 
precisa para evitar posibles daños tisulares mediados por una respuesta inmune 
inadecuada. 
3.1. Ubiquitinación: mecanismo enzimático 
La ubiquitina es una proteína de pequeño tamaño que consta de 76 
aminoácidos conservados en todos los organismos eucariotas. Puede unirse 
covalentemente a lisinas (K) de las proteínas diana, modificando así su actividad o 
estabilidad mediante un proceso denominado ubiquitinación (Davis and Gack, 
2015). La ubiquitinación es un proceso enzimático de tres pasos en el que participan 
tres enzimas diferentes. En un primer paso, la enzima activadora de ubiquitina (E1) 
activa la molécula de ubiquitina en un proceso dependiente de ATP. En segundo 
lugar, la E1 se une a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2) para transferirle la 
molécula de ubiquitina activada. Por último, la enzima con actividad ubiquitina ligasa 
(E3) interacciona con la E2 para unir la ubiquitina a la proteína diana por medio de 
un enlace isopeptídico (Figura 6). Es la enzima E3 la que determina la especificidad 
del sustrato, existiendo un gran número de proteínas con actividad E3 ligasa que se 
clasifican en cuatro familias: RING (Really Interesting New Gene), HECT 
(Homologous to E6-associated protein C-Terminus), U-box (UFD2 homology) y RBR 
E3 ligasa (RING-in-between-RING) (Davis and Gack, 2015, Maelfait and Beyaert, 
2012). 
Las moléculas de ubiquitina pueden unirse a la proteína diana como un único 
residuo (monoubiquitinación), como dos residuos (diubiquitinación), o como una 
cadena de ubiquitinas (poliubiquitinación). Las uniones entre las ubiquitinas se 
forman a través de un enlace covalente entre el extremo C-terminal de la glicina de 
una ubiquitina con el grupo épsilon-amino de la cadena lateral de una lisina de otra 
ubiquitina. La ubiquitina tiene siete residuos de lisina internos (K6, K11, K27, K29, 
K33, K48, K63) por los que se pueden formar siete tipos diferentes de cadenas de 
ubiquitina con diferentes funciones (Ikeda et al., 2010, McDowell and Philpott, 2013, 
Davis and Gack, 2015). Las uniones más estudiadas son: (i) La unión de ubiquitinas 
vía lisina de la posición 48 (K48) marca a la proteína diana para ser degrada por 




marca a la proteína diana activando la señalización intracelular. (iii) La unión del 
extremo C-terminal de una ubiquitina al extremo N-terminal de la metionina de otra 
ubiquitina dando lugar a una poliubiquitinación lineal (M1) o cabeza-cola, cuyo papel 
es activar la señalización celular por TNF-α e interleuquina 1β (IL-1β) (Davis and 
Gack, 2015, Zinngrebe et al., 2014). 
 
3.2. La ubiquitinación es un proceso reversible 
Los residuos de ubiquitina pueden ser retirados de la proteína diana en un 
proceso denominado deubiquitinación en el que intervienen proteínas con actividad 
proteasa o metaloproteasa conocidas como deubiquitinasas (DUBs). En este 
proceso, la ubiquitina puede ser liberada al citosol o puede ser degrada por el 
proteasoma (Figura 6). Las DUBs se clasifican en 5 familias dependiendo de sus 
dominios catalíticos y mecanismos de acción: USP (Ubiquitin-Specific Proteases), 
OTU (Ovarian Tumor), UCH (Ubiquitin C-terminal Hydrolases), MJD (Machado-
Josephin domain) y JAMM (JAB1/MPN/Mov34) (Davis and Gack, 2015, Zinngrebe et 











Figura 6. Procesos de ubiquitinación y deubiquitinación. La adición de residuos de ubiquitina a la 
proteína diana se realiza por medio de tres pasos enzimáticos. Se inicia con la activación del 
residuo de ubiquitina, lo que implica un consumo energético de ATP. Los residuos o cadenas de 
ubiquitina irán pasando a la enzima E2 y por último a la E3 con actividad ligasa, que une la 
ubiquitina a la proteína diana. Estos mismos residuos de ubiquitina son reconocidos por 





Estos procesos de ubiquitinación y deubiquitinación tienen como objetivo 
modular de forma precisa las cascadas de señalización implicadas en la respuesta 
inmune innata y adaptativa. El desajuste de estos procesos se ha asociado con la 
inmunopatología de varias enfermedades autoinmunes e inmunodeficiencias 
(Zinngrebe et al., 2014). Además, están también implicados en otros procesos 
celulares como la regulación del ciclo y muerte celular, endocitosis, autofagia y 
reparación del DNA (Maelfait and Beyaert, 2012). 
3.3. Regulación de RIG-I mediante procesos de ubiquitinación y 
deubiquitinación 
RIG-I está codificado por el gen DExD/H-box helicase 58 (DDX58) y es el 
principal receptor de tipo RLR que se activa en las células epiteliales respiratorias 
durante la infección por el VRSH, desencadenando una cascada de señalización 
mediada por diferentes quinasas. En última instancia, se activan los factores de 
transcripción IRF3/7 y NF-кB, dando lugar a la producción de IFN-I y otras 
citoquinas, así como otras proteínas antivirales. La actividad de RIG-I está 
finamente modulada por procesos de ubiquitinación y deubiquitinación, tanto 
activadores como inhibidores (Maelfait and Beyaert, 2012). 
La actividad de RIG-I está regulada positivamente por TRIM25 (Tripartite 
Motif-containing protein 25) y RNF135 (RING Finger Protein 135, conocida como 
RIPLET o REUL). Tanto TRIM25 como RNF135 presentan un dominio RING en su 
extremo N-terminal con actividad E3 ligasa y un dominio variable PRY-SPRY en su 
extremo C-terminal (Maelfait and Beyaert, 2012, Martin-Vicente et al., 2017, Oshiumi 
et al., 2012). En la infección por el VRSH, RIG-I reconoce el extremo 5’-trifosfato de 
fragmentos pequeños de RNAv sin estructura CAP a los que se une por su dominio 
CTD, induciendo un cambio conformacional en RIG-I que expone los dominios 
CARDs con los que interacciona TRIM25 para añadir residuos de ubiquitina vía K63 
y activar así a RIG-I. Del mismo modo, RNF135 (RIPLET) ubiquitina RIG-I vía K63 
pero en su dominio CTD promoviendo también su activación (Figura 7) (Maelfait and 
Beyaert, 2012, Davis and Gack, 2015, Zinngrebe et al., 2014, Oshiumi et al., 2009). 
Esta activación de RIG-I permite que interaccione con las MAVS y se desencadene 
la cascada de señalización que dará lugar a una respuesta inflamatoria y antiviral 





Por el contrario, hay otra serie de reguladores negativos de la actividad de 
RIG-I, tales como RNF125 (RING Finger Protein 125) y CYLD (Cylindromatosis). 
RNF125 pertenece a la familia de las proteínas con dominio RING y actividad E3 
ligasa ubiquitinando los dominios CARDs de RIG-I vía K48, marcando a RIG-I para 
ser degradado vía proteasoma (Figura7) (Maelfait and Beyaert, 2012, Oshiumi et al., 
2012). CYLD, una deubiquitinasa que pertenece a la familia de las USP, se encarga 
de romper los enlaces de las cadenas de ubiquitina vía K63 de RIG-I, por lo que 
inhibe la interacción de RIG-I con MAVS (Figura 7). En ambos casos se inhibe la 
cascada de señalización intracelular desencadenada por RIG-I (Maelfait and 



















Figura 7. Regulación de RIG-I mediante 
procesos de ubiquitinación y 
deubiquitinación. En verde se marcan las 
regulaciones positivas de RIG-I que 
favorecen la inducción de la respuesta 
inmune. En rojo están señalizados aquellos 
procesos en los que se inhibe la cascada de 
señalización. TRIM25 ubiquitina los dominios 
CARDs de RIG-I, mientras que RNF135 
(RIPLET) ubiquitina el extremo CTD y ambas 
ubiquitinaciones activan RIG-I para que éste 
pueda interaccionar con las MAVS y 
desencadenar la expresión de genes 
inflamatorios y antivirales. Por el contrario, la 
actividad de RIG-I está modulada 
negativamente por RNF125 y CYLD. 
RNF125 añade cadenas de ubiquitina vía 
K48 para marcar a RIG-I e inducir su 
degradación por el proteasoma, mientras 
que CYLD libera las ubiquitinas unidas vía 




3.4. A20 (TNFAIP3) 
En la regulación de la respuesta inmune mediada por RIG-I intervienen varias 
proteínas, entre las que se encuentra TNFAIP3 (TNF-α Induced Protein 3, también 
conocida como A20). A20 es una proteína de 790 aminoácidos que tiene una doble 
funcionalidad catalítica. Por un lado, presenta un dominio OTU en el extremo N-
terminal con actividad deubiquitinasa, y por otro lado, una estructura de 7 dedos de 
zinc (ZnF) en su parte C-terminal que actúa como dominio E3 ubiquitina ligasa 
(Arguello et al., 2014, Catrysse et al., 2014, Harhaj and Dixit, 2011). A20 utiliza la 
actividad de sus dos dominios para modular los diferentes procesos celulares. Así, 
A20 actúa como regulador negativo de la inflamación mediada por NF-кB 
(Shembade and Harhaj, 2012) y también regula la activación de los factores de 
transcripción IRF3/7 tras el reconocimiento de los RNAs virales por RIG-I (Saitoh et 
al., 2005). 
Diferentes estudios han demostrado la formación de complejos de A20 con 
otras proteínas que determinan su actividad y/o especificidad de sustrato. Las 
proteínas más estudiadas con las que interacciona A20 son: (i) ABIN1 (A20-Binding 
Inhibitor of NF-κB 1) que actúa como proteína adaptadora de A20 para facilitar su 
actividad E3 ligasa y DUB. (ii) TAX1BP1 (Tax1-Binding Protein 1), que presenta dos 
dominios de dedos de zinc en su extremo C-terminal, gracias a los cuales reconoce 
substratos ubiquitinados sobre los que actúa A20. (iii) ITCH (Itchy E3 Ubiquitin 
Protein Ligase) presenta un dominio HECT E3 ligasa y actúa junto a TAX1BP1 tras 
la estimulación con TNF-α para el reclutamiento de A20 y la señalización vía RIP1. 
(iv) RNF11 (RING Finger Protein 11), es una E3 ligasa que puede interaccionar con 
diferentes reguladores como A20, TAX1BP1, ITCH, NEMO y ABIN1, y está 
relacionada con la regulación de NF-κB (Harhaj and Dixit, 2011). Los complejos que 
forma A20 con varias de estas proteínas regulan la actividad de los factores de 
transcripción NF-кB e IRF, controlando así la respuesta proinflamatoria generada 
frente a la infección de forma específica y rápida (Figura 8) (Catrysse et al., 2014, 




Aparte de actuar como regulador negativo de la respuesta inmune y en 
procesos de inflamación, A20 ha sido descrita como inhibidor de la apoptosis celular 
al suprimir la actividad de la caspasa 8 y favorecer la supervivencia celular (Lim et 
al., 2017, Daniel et al., 2004). También se ha descrito la actividad antiapoptótica de 
varias proteínas que interaccionan con A20, como son TAX1BP1, ABIN1 e ITCH. La 
actividad de ABIN1 es similar a la de A20, inhibe la actividad de la caspasa 8 al 
interrumpir la unión entre FADD y la caspasa 8 para interaccionar con el complejo 
DISC (Oshima et al., 2009). La actividad de TAX1BP1 junto a ITCH ha sido descrita 
como inhibidora de la apoptosis inducida vía MAVS, ya que inducen su 



















Figura 8. Papel de A20 como modulador de las cascadas de señalización intracelular 
desencadenadas por RIG-I. (I) A20 actúa retirando los residuos de ubiquitina unidos vía K63 a 
TRAF6 lo que inactiva al adaptador e inhibe la activación del factor de transcripción NF-кB. (II) El 
complejo formado por A20, TAX1BP1 y ABIN1 retira las cadenas de ubiquitina unidas vía K63 del 




La expresión de A20 está regulada por el factor de transcripción NF-кB, de 
forma que A20 inhibe su propia expresión, estableciéndose un mecanismo de 
retroalimentación negativo. En la mayoría de las células, los niveles basales de A20 
son casi indetectables, pero tras la infección, NF-кB se une a dos sitios de unión en 
el promotor de A20 y rápidamente desencadenan la expresión del gen. Como 
consecuencia, los altos niveles de A20 inhiben la activación del factor de 
transcripción NF-кB, y con él, la expresión de la propia A20 (Ma and Malynn, 2012, 
Catrysse et al., 2014). A20 también está regulada por mecanismos de fosforilación, 
los cuales ayudan a regular la activación del factor NF-кB (Catrysse et al., 2014). 
3.4.1. Regulación de la respuesta inmune innata por A20 
A20 interviene en numerosas rutas de señalización intracelular, como la 
iniciada por la activación del receptor de TNF-α (TNFR1). En este caso A20, actúa 
junto a TAX1BP1, ITCH y RNF11 retirando las cadenas de ubiquitina unidas vía K63 
del adaptador RIP1, a la vez que ubiquitina a este mismo adaptador vía K48, 
favoreciendo su degradación en el proteasoma. Ambos procesos contribuyen a la 
inhibición de la señalización por TNF-α. Un papel similar del complejo se ha descrito 
en las rutas activadas por lipopolisacáridos o IL-1β (Shembade et al., 2008, 
Shembade et al., 2009, Shembade et al., 2007, Catrysse et al., 2014). 
A20 también interrumpe las cascadas de señalización desencadenadas a 
través de RIG-I mediante ubiquitinación/deubiquitinación de algunas proteínas que 
intervienen en esas cascadas (Arguello et al., 2014, Martin-Vicente et al., 2017). 
Además, se ha observado que A20 puede interrumpir las rutas de señalización 
intracelular mediante mecanismos no-catalíticos en los que compite con otras 
proteínas de unión a ubiquitina como NEMO, reduciendo así la fosforilación de IKK 
y, por tanto, la señalización y activación de NF-кB (Bosanac et al., 2010, Skaug et 
al., 2011, Verhelst et al., 2012, Draber et al., 2015). Algunas de estas actividades de 
A20 requieren de la interacción con otras proteínas. El complejo formado junto a 
TAX1BP1 y ABIN1 corta las cadenas de ubiquitina vía K63 de las quinasas 
TBK1/IKK, lo que impide la fosforilación y translocación de IRF3/7 y la transcripción 
de genes de IFN (Figura 8) (Arguello et al., 2014, Catrysse et al., 2014, Ma and 




residuos de ubiquitina unidos a TRAF6, inhibiendo así la activación de NF-кB 










































































El objetivo general de la esta tesis es entender la regulación de la respuesta 
inmune innata temprana en células epiteliales infectadas por el VRSH. En concreto 
se ha estudiado el papel de determinadas ubiquitinasas/deubiquitinasas celulares en 
la regulación de las rutas de señalización intracelular que dan lugar a la activación 
de factores de transcripción claves (NF-кB e IRF3/7) en la inducción de la respuesta 
antiviral/inflamatoria contra el VRSH. Especialmente, se ha analizado el papel de 
TNFAIP3/A20, una deubiquitinasa fundamental en la regulación de numerosos 
procesos inflamatorios. 
Los objetivos específicos son los siguientes: 
 Analizar la inducción de TNFAIP3/A20 durante la infección por el VRSH en 
células epiteliales.  
 Estudiar el efecto del silenciamiento de diferentes 
ubiquitinasas/deubiquitinasas en la actividad de RIG-I, un receptor esencial 
en la respuesta celular frente al VRSH. 
 Investigar el efecto del silenciamiento de la expresión de A20 sobre la 
respuesta inmune y la producción de virus en células infectadas por el VRSH. 
 Generar líneas celulares A549 “knockout” para A20 y estudiar en ellas la 
replicación del VRSH y la respuesta inmune innata. 
 Estudiar el efecto de diferentes siRNAs frente a genes celulares y/o virales 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Materiales 
1.1. Material Biológico 
1.1.1. Líneas celulares 
Para el desarrollo del trabajo se emplearon las siguientes líneas celulares 
establecidas: 
 A549, derivada de las células basales de un adenocarcinoma alveolar 
humano. Número ATCC: CCL-185. 
 HEp-2, derivada de células HeLa (células epiteliales humanas de carcinoma 
de cérvix). Número ATCC: CCL-23. 
1.1.2. Virus 
Se ha empleado la cepa Long, perteneciente al grupo antigénico A del virus 
respiratorio sincitial humano (VRSH). Esta cepa fue aislada por primera vez en 1956 
en Baltimore (Maryland, Estados Unidos) (Blount et al., 1956). 
1.1.3. Bacterias 
Los plásmidos utilizados en el trabajo se crecieron en la cepa bacteriana 
Escherichia coli DHα5. 
1.1.4. Plásmidos 
Se emplearon los siguientes plásmidos: 
 pCMV6-Neo: Plásmido de expresión eucariota generado en el laboratorio a 
partir del plásmido comercial pCMV6-Neo-TNFAIP3 (Origene), del cual se 
liberó el inserto que codifica para TNFAIP3. Contiene los genes de 
resistencia a ampicilina y neomicina, y los promotores del citomegalovirus 
humano (CMV) y del fago T7. Se utiliza como plásmido control en los 
ensayos de sobreexpresión. 
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 pA20: Plásmido cedido por E. W. Harhaj (Zetoune et al., 2001) para la 
expresión de la proteína TNFAIP3 (A20) en células eucariotas. Contiene el 
gen de resistencia a ampicilina y el promotor del citomegalovirus humano. 
 pTAX1BP1: Plásmido cedido por E. W. Harhaj (Shembade et al., 2007) para 
la expresión de la proteína TAX1BP1 en células eucariotas. Contiene el 
promotor del CMV y el gen de resistencia a ampicilina. 
 pABIN1: Plásmido comercial TNIP1 (Myc-DDK-tagged)-Human TNFAIP3 
interacting protein 1 (Origene RC204210) para células eucariotas que 
expresa la proteína ABIN1. Está clonado en un vector del tipo pCMV6-Entry, 
por lo que presenta el promotor del CMV y el gen de resistencia a 
kanamicina. 
 H27583_TNFAIP3_TALEN-L y H27583_TNFAIP3_TALEN-R: Plásmidos de 
origen comercial que contienen el promotor de CMV y el gen de resistencia a 
ampicilina (TALEN Library Resource, Seoul National University) (Kim et al., 
2013b). Expresan nucleasas (TALEN, Transcription Activator-Like Effector 
Nuclease) que reconocen y cortan secuencias específicas del gen TNFAIP3. 
1.1.5. Medios de cultivo 
1.1.5.1. Medios para el cultivo de células eucariotas 
 Ambos tipos celulares (A549 y HEp-2) fueron crecidos y mantenidos en 
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, HyClone), suplementado con 
suero fetal bovino (SFB, Biological Industries) a una concentración del 10% 
(DMEM10) o del 2% (DMEM2), 4mM L-Glutamina (Lonza), 100 U/ml de 
penicilina (Hyclone) y 100 µg/ml de estreptomicina (HyClone). 
 Para la titulación del VRSH se empleó DMEM-agar, medio DMEM2 
preparado con una concentración final del 0,7% de agarosa (Low Melting 
Sieve Agarose, Conda). 
 Las células se transfectaron en medio OPTIMEM (Gibco). 
 Las células se desprendieron de las placas de cultivo con una solución de 
Tripsina-Verseno (0,25% Tripsina (Lonza) y 0,02% EDTA en PBS). 
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1.1.5.2. Medios para el crecimiento de bacterias 
 Medio LB líquido: 1% bacto-triptona, 0,05% extracto de levadura y 1% NaCl 
(MP Biomedicals). 
 Medio LB agar: 1% bacto-triptona, 0,05% extracto de levadura, 0,05% NaCl y 
1,5% de agar (Conda, Pronadisa). 
1.2. Reactivos 
1.2.1. RNAs de interferencia pequeños (siRNA) 







GEN DIANA ID CASA COMERCIAL 
TNFAIP3 (A20) s14259 Ambion 
TAX1BP1 s16984 Ambion 
TNIP1 (ABIN1) s20174 Ambion 
ITCH s38163 Ambion 
RNF11 s25671 Ambion 
DDX58 (RIG-I) s223614 Ambion 
TRIM25 s15204 Ambion 
TRIM25 (TRIM25/VRSH-F) s15206 Ambion 
RNF125 s29811 Ambion 
RNF135 s38809 Ambion 
TRAF3 s14384 Ambion 
TRAF6 s14389 Ambion 
RIPK2 s248 Ambion 
CYLD s590 Ambion 
F (VRSH-F) AD20SZI Ambion 
N (ALN-RSV01; VRSH-N) ADMSGPQ Ambion 
DDX58/N (RIG-I/VRSH-N) AD89JSV Ambion 
Control Negativo 4390846 Ambion 
 
Tabla 1: Información de los diferentes siRNAs empleados en la tesis. 




1.2.2. Sondas q-PCR 
La cuantificación de la expresión de genes se realizó por medio de sondas 
TaqMan específicas para cada gen: 
 
1.2.3. SYBR-Green 
La cuantificación de determinados genes virales y celulares se llevó a cabo 
usando SYBR-Green (Power-Up SYBR-Green Master MIX, Applied Biosystems). 
Para ello, se diseñaron parejas de oligonucleótidos para amplificar fragmentos de 
entre 150 – 200 pares de bases: 
 
 
GEN DIANA REFERENCIA ESPECIE CASA OMERCIAL 
Actina-β Hs99999903_m1 Humano Applied Biosystems 
DDX58 (RIG-I) Hs00204833_m1 Humano Applied Biosystems 
TRIM25 Hs01116121_m1 Humano Applied Biosystems 
TRAF3 Hs00936781_m1 Humano Applied Biosystems 
TRAF6 Hs00939742_g1 Humano Applied Biosystems 
RIPK2 Hs015772686_m1 Humano Applied Biosystems 
CYLD Hs00211000_m1 Humano Applied Biosystems 
TNFAIP3 (A20) Hs00234713_m1 Humano Applied Biosystems 
TAX1BP1 Hs00195718 m1 Humano Applied Biosystems 
TNIP1 (ABIN1) Hs00374581_m1 Humano Applied Biosystems 
ITCH Hs00230354_m1 Humano Applied Biosystems 
RNF11 Hs00702517_s1 Humano Applied Biosystems 
RNF125 Hs00215201_m1 Humano Applied Biosystems 
RNF135 Hs00810675_m1 Humano Applied Biosystems 
Nucleoproteína Ensayo a demanda VRSH Applied Biosystems 
IL-6 Hs00985639_m1 Humano Applied Biosystems 
ISG15 Hs00192713_m1 Humano Applied Biosystems 
TNF-α Hs00174128_m1 Humano Applied Biosystems 
IFN-β Hs01077958_s1 Humano Applied Biosystems 
CCL5 Hs00982282_m1 Humano Applied Biosystems 
IL-8 (CXCL8) Hs00174103_m1 Humano Applied Biosystems 
IL-1β Hs01555410_m1 Humano Applied Biosystems 
 
Tabla 2: Listado de las sondas específicas para cada gen empleadas en el trabajo 




1.2.4. Oligonucleótidos empleados para secuenciación 
Los oligonucleótidos empleados para comprobar la presencia y correcta 
orientación del inserto de los plásmidos empleados en el trabajo son los siguientes: 
NOMBRE SECUECIA 5’ – 3’ GEN DIANA 
TNFAIP3-F1 AAAACAGCGAGCAGGGGAGGAGAG TNFAIP3 (A20) 
TNFAIP3-F2 GACAGCACCCAGCCCTTTTC TNFAIP3 (A20) 
3.0-TNFAIP3-F CTTGCCAGTTTTGTCCTCAGTTTC TNFAIP3 (A20) 
TNFAIP3-R1 AGTTGGGCGTTTCACACATTTTACAT TNFAIP3 (A20) 
TNFAIP3-R2 GGTGGGGCCGAATGAGG TNFAIP3 (A20) 
2.0-TNFAIP3-R GGAAGCCATTTTGATAAGATTG TNFAIP3 (A20) 
TNFAIP3 TALEN F1 CCTTTGCAACATCCTCAGAAG TNFAIP3 (A20) 
TNFAIP3 TALEN R1 ACTAACCAAGCAAGTCACAGAAC TNFAIP3 (A20) 
TAX1BP1-F1 TGGGAACAAAGAAAGCGTGATTAC TAX1BP1 
TAX1BP1-F2 CAGGCTGCAGTTATGTTTG TAX1BP1 
2,0-TAX1BP1-F CAAAGGGGCAAGTCTGT TAX1BP1 
2,0-TAX1BP1-F2 GTGCTTTTTACCCAGATGA TAX1BP1 
TAX1BP1-R1 CACGCTTTCTTTGTTCCCATCTAA TAX1BP1 
TAX1BP1-R2 CAGGTCTGCCATCGTTCT TAX1BP1 
2,0-TAX1BP1-R TGTTCAGGCATAGGGGACCATA TAX1BP1 
GEN DIANA NOMBRE SECUENCIA 5’ – 3’ Tm 
ACTB 
Fw-ACTB CACCAACTGGGACGACAT 57 
Rv-ACTB ACAGCCTGGATAGCAACG 57 
NUCLEORPOTEÍNA VRSH 
NF CATGATTCTCCTGATTGTGGGATGA 59 
NR TCACGGCTGTAAGACCAGATCTAT 59 
PROTEÍNA DE FUSIÓN F 
FUS-F2 ACCAGCAAAGTGTTAGACCTCAA 58 
FUS-R2 TCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTG 57 
PROTEÍNA NS1-2 
NS1-F2 GCTTTGGCTAAGGCAGTGAT 58 
NS1-R2 CCATTAGGTTGAGAGCAATGTG 56 
POLIMERASA 
Pol-F2 TGGCAGTTACAGAGGTTTTG 55 
Pol-R2 GCCCGTGAGGATATGTAGGTT 59 
GLIPOCOPROTEÍNA G 
ProtG-F3 CCTCAGCTTGGAATCAGCTT 57 
ProtG-R3 GTGGTTTGTTTTGGCGTTGTTT 57 
MATRIZ 
ProtM-F2 ACCCAAGGGACCTTCACT 58 
ProtM-R2 GTGTGGGGTTGAGTGTCTTC 58 
FOSFOPROTEÍNA 
ProtP-F2 GCTAGGGATGGTATAAGAGATGCC 59 
ProtP-R2 CTCTGATGTTGGATTGAGAGACACT 57 
 
Tabla 3: Listado de las parejas de oligonucleótidos diseñadas para detectar por medio de SYBR-
Green la expresión de los distintos genes del VRSH y del control interno de actina-β. 
Material y Métodos 
40 
 
ABIN1-F1 CCGCATGGCCCTGGAGTTCAA TNIP1 (ABIN1) 
ABIN1-F2 AGCGGGAGCAGAAGCAGCGTGACT TNIP1 (ABIN1) 
ABIN1-R1 CGAGAGGCTGCGGGAGGAAAATTT TNIP1 (ABIN1) 
ABIN1-R2 GAGCATCCAAACCCCGCCATCATC TNIP1 (ABIN1) 
pCMV-Entry_F1 ATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACT pCMV-Entry 
pCMV-Entry_F2 CTCACGGGGATTTCCAAGTCTC pCMV-Entry 
pCMV-Entry_R1 ATTTTATTAGGACAAGGCTGGTG pCMV-Entry 
pCMV-Entry_R2 AACTTGCCCCTTGCTCCATACCA pCMV-Entry 
pCMV6-F GGACTTTCCAAAATGTCG pCMV6-NEO 
pCMV6-R ATTAGGACAAGGCTGGTGGG pCMV6-NEO 
 
1.2.5. Anticuerpos 
Se emplearon una serie de anticuerpos comerciales dirigidos frente a 
diferentes proteínas celulares para comprobar su correcta expresión tras la 
transfección con los correspondientes plásmidos: 
 
Los anticuerpos frente a las proteínas del VRSH como la nucleoproteína 
(79N), la glicoproteína G (021/1G, 021/2G), la glicoproteína F (476-510) y la proteína 
de la matriz (29M) fueron obtenidos previamente en el laboratorio (García-Barreno 
et al., 1989, Martínez et al., 1997). 
1.2.6. Tampones y soluciones de trabajo 
 Tampón TNE (50 mM Tris Base, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7.5) 
Tabla 4: Listado de los oligonucleótidos diseñados para secuenciar los insertos de interés en los 
plásmidos del trabajo. 
PROTEÍNA REFERENCIA CASA COMERCIAL 
ACTINA-β ab8224-100 Abcam 
TNFAIP3 (A20) ab167154 Abcam 
TAX1BP1 ab176572 Abcam 
ABIN1 ab207584 Abcam 
Anticuerpo secundario anti-ratón 97040 Abcam 
Anticuerpo secundario anti-conejo 6721 Abcam 
 
Tabla 5: Listado de los anticuerpos empleados en el trabajo. 
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 Tampón de lisis Tritón-Deoxicolato (10 mM Tris HCl, 140 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, 1% tritón X-100, 1% deoxicolato sódico, 0,1% SDS) con inhibidores de 
proteasas (Complete mini, Roche) 
 Tampón ELISA (25 mM ácido cítrico, 50 mM Na2HPO4, pH 5.0) 
 Tampón PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) 
 Tampón TBS (20 mM Tris Base, 137 mM NaCl, pH 7.6) 
 Tampón TAE (40 mM Tris base, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA) 
 Tampón de electroforesis de proteínas (25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 
0,1% SDS) 
 Tampón “mild stripping” (200 mM Glicina, 3,46 mM SDS y 1% tween-20, pH 
2.2) 
 Tampón de transferencia de proteínas (25 mM Tris Base, 192 mM Glicina, 
20% metanol) 
 Tampón de carga de proteínas (62,5 mM Tris HCl pH 6.8, 10% Glicerol, 2% 
SDS, 0,1 M dithiothreitol (DTT), 0,01% azul de bromofenol) 
 Tampón de carga de DNA (0,05% azul de bromofenol, 6,8% Glicerol 
 Tampón TBF-I (100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 30 mM CH3CO2K, 10 mM 
CaCl2, 15% Glicerol, pH 5.5) 
 Tampón TBF-II (10 mM MOPS, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15% Glicerol, pH 
6.5) 
 Solución de teñir (0,05% Azul Comassie, 45% Metanol, 7% Ácido Acético) 
 Solución de desteñir (25% Metanol, 7% Ácido acético) 
 4x Tris HCL-SDS pH 8.8 (1,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS) 
 4x Tris HCL-SDS pH 6.8 (0,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS) 
1.2.7. Otros reactivos 
 Transfecciones de células eucariotas: Lipofectamina 3000 (Invitrogen), 
Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen). 
 Cuantificación de apoptosis celular: Single Channel Dead Cell Apoptosis Kit 
(Invitrogen). 
 Bacterias competentes: Acetato potásico (Sigma-Aldrich), cloruro de rubidio 
(Sigma-Aldrich), cloruro de calcio (Merck), cloruro de magnesio (Merck), 
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glicerol-87% (Merck), MOPS (Sigma-Aldrich), carbenicilina (Calbiochem), 
kanamicina (Gibco). 
 Purificación de plásmidos: Agarosa (Low Melting Point, Conda), gel red 
(Invitrogen). 
 Purificación y titulación de virus: Sacarosa (Merck), metanol (Merck), 
formaldehído (FA, Merck), dimetilsulfóxido (DMSO, Merck), 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC, Alfa-Aesar), albúmina sérica bovina (BSA, Amresco-VWR), 
polietilenglicol 6000 (PEG-6000, Merck). 
 Cuantificación de proteínas y Western Blot: Reactivo BCA (Pierce BCA 
protein assay, Thermofisher), TEMED (Biorad), persulfato de amonio (PSA, 
Biorad), dodecilsulfato sódico (SDS, Biorad), acrilamida-bisacrilamida 
(Biorad), inmobilon-P membrane (Millipore), ECL (Clarity western ECL 
substrate, Biorad), tween20 (Amresco-VWR), agente de bloqueo (ECL 
Advance Blocking Reagent, GE Healthcare). 
2. Métodos 
2.1. Manipulación de células y virus 
2.1.1. Cultivos celulares 
2.1.1.1. Mantenimiento y conservación 
El cultivo de células eucariotas, A549 y HEp-2, se llevó a cabo en placas petri 
con medio DMEM10 en una atmosfera del 5% de CO2 y 37ºC. El subcultivo de las 
células se realizó desprendiendo la monocapa celular con tripsina-verseno. 
Las células se conservaron en nitrógeno líquido en una solución de SFB con 
DMSO a una concentración final del 10%. 
2.1.1.2. Procesamiento de muestras celulares 
Para la extracción de RNA, las células se levantaron con una solución de 
tripsina-verseno y se centrifugaron a 800 g durante 5 minutos. Seguidamente, se 
descartó el sobrenadante, se lavó el sedimento con PBS y se volvió a centrifugar en 
las mismas condiciones. El sedimento obtenido se almacenó a -80ºC hasta su uso. 
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La extracción de proteínas se realizó de forma similar a la del RNA, pero 
levantando las células con ayuda de un raspador de goma. Posteriormente, se 
recogió el cultivo y se centrifugó a 800 g durante 5 minutos, se retiró el 
sobrenadante, se lavaron las células con PBS y se volvió a centrifugar en las 
mismas condiciones. Por último, se descartó el sobrenadante y se almacenó el 
sedimento a -80ºC. 
2.1.2. Virus 
2.1.2.1. Infección con el VRSH 
La cepa empleada en los ensayos de infección fue la cepa Long del grupo 
antigénico A. Las infecciones con el VRSH se realizaron mediante la inoculación del 
virus sobre la monocapa de células A549 o HEP-2, a la multiplicidad de infección 
(MOI) correspondiente. Para ello, las células se lavaron con medio DMEM2 y 
posteriormente se añadió el inóculo del virus diluido en el mismo medio. Pasados 90 
minutos de adsorción a 37ºC, se añadió DMEM2 hasta completar el volumen de 
cada pocillo y se incubaron a 37ºC y una atmósfera del 5% de CO2 el tiempo 
requerido para cada ensayo. 
Las muestras de virus se obtuvieron recogiendo el sobrenadante de cada uno 
de los pocillos infectados. El sobrenadante se clarificó por centrifugación a 2.300 g 
durante 10 minutos y posteriormente se almacenó en criotubos para conservarlo en 
nitrógeno líquido hasta su análisis. 
2.1.2.2. Purificación del VRSH 
Para la purificación del VRSH, se infectaron placas de células HEp-2 
subconfluentes a una baja multiplicidad de infección (0.5 unidades formadoras de 
placas (PFU)). La infección se incubó a 37ºC durante aproximadamente 48 horas 
hasta que el efecto citopático fue generalizado. Tras este tiempo, se recogieron las 
células (con ayuda de un raspador de goma) junto con medio de cultivo y se 
congelaron en nitrógeno líquido. Este virus se empleó para infectar de nuevo un 
mayor número de células HEp-2. La infección se dejó progresar durante 3 días. Al 
cabo de este tiempo, se recogieron las células junto con el sobrenadante de cultivo 
y se centrifugaron a 3.220 g durante 20 min a 4ºC. El sobrenadante así clarificado 
se incubó con polietilenglicol 6000 (PEG-6000) a una concentración final del 10% 
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durante 90 minutos a 4ºC y con agitación suave para precipitar el virus. 
Posteriormente se recogió el precipitado por centrifugación a 3.220 g durante 30 min 
a 4ºC, y se resuspendió y homogeneizó en tampón TNE 1X. La mezcla 
homogeneizada se depositó sobre un gradiente discontinuo de 30% - 45% de 
sacarosa en TNE y se ultracentrifugó a 150.000 g y 4ºC durante 90 minutos. 
Finalmente se retiró la banda correspondiente al virus ya purificado localizada en la 
interfase entre las dos concentraciones de sacarosa, se repartió en alícuotas y se 
almacenó en nitrógeno líquido hasta su posterior titulación. 
2.1.2.3. Titulación del VRSH 
La cuantificación de las partículas virales infectivas se realizó en los 
sobrenadantes de las células infectadas mediante la inoculación de células HEp-2 
confluentes en placas M6. Para ello se realizaron diluciones seriadas de los 
sobrenadantes que se añadieron por duplicado en pocillos M6 y se dejaron 90 
minutos de adsorción a 37ºC. Pasado este tiempo, se añadió DMEM-agar a los 
pocillos y las placas se incubaron durante 45 minutos a 4ºC para que la agarosa se 
solidificara. Posteriormente, las placas se incubaron a 37ºC durante cinco días. Una 
vez pasado este tiempo, se fijaron las células con formaldehido al 4% en tampón 
fosfato salino (PBS) durante 45 minutos y posteriormente se permeabilizaron las 
membranas con metanol durante 5 minutos. Seguidamente se lavaron las placas y 
se bloquearon los sitios de unión inespecíficos con BSA al 1% en tampón PBS 
durante al menos 30 minutos, antes de la adición de una mezcla de anticuerpos 
monoclonales primarios frente a la proteína G, P y F del VRSH (Martínez et al., 
1997, García-Barreno et al., 1989). Una vez incubados los pocillos con la mezcla de 
anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron las placas 
y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratón-HRP (horseradish 
peroxidase) durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, el 
revelado de las placas se realizó incubando los pocillos en oscuridad durante 20 
minutos con una mezcla de 3-Amino-9-ethylcarbazol (0.02% m/v) y peróxido de 
hidrógeno de 100 volúmenes (0.2% v/v) en tampón ELISA. 
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2.2. Manipulación de bacterias 
2.2.1. Generación de bacterias competentes 
Las bacterias E. coli DH5α competentes se generaron creciéndolas en medio 
LB líquido con agitación hasta obtener una densidad óptica de entre 0.3 y 0.6 
medida a 600 nm. Una vez crecidas las bacterias, se incubaron en hielo 5 minutos y 
se centrifugaron 10 minutos a 850 g y 4ºC. El sedimento obtenido se resuspendió 
suavemente en una proporción de 50 ml de tampón TBF-I por cada 100 ml de 
cultivo inicial. El homogeneizado se volvió a incubar en hielo durante 5 minutos y a 
centrifugar 10 minutos a 850 g y 4ºC. El sedimento se resuspendió suavemente en 
tampón TBF-II a una proporción de 4 ml de tampón por cada 100 ml de cultivo 
inicial, y se incubó en hielo durante 15 minutos. Pasado ese tiempo, las bacterias se 
distribuyeron en alícuotas de 50 µl y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 
2.2.2. Transformación, conservación y cultivo de bacterias competentes 
Para la transformación de las bacterias se partió de un vial de 50 µl de las 
bacterias competentes anteriores que se descongeló en hielo durante 20 minutos y 
se le añadió la mezcla de transformación (entre 3 – 5 ng del plásmido en un 
volumen máximo de 3 µl). Una vez añadida la mezcla de transformación, se 
incubaron las bacterias otros 20 minutos en hielo, seguido de un choque térmico de 
42ºC durante 1,5 minutos y 1 minuto de nuevo en hielo. Pasado ese tiempo, se 
añadió a cada vial 0,5 ml de medio LB líquido sin antibiótico y se dejaron incubando 
en agitación a 37ºC durante 30 minutos. Se extendieron 50, 100 y 200 µl de las 
bacterias transformadas en placas con medio LB sólido y 50 µg/ml de carbenicilina o 
kanamicina (este último solamente para el plásmido de ABIN1) y se incubaron a 
37ºC durante toda la noche. 
Las colonias aisladas se crecieron en medio LB líquido con antibiótico (50 
µg/ml del antibiótico correspondiente) y agitación a 37ºC durante 18 horas. Por 
último, se añadió glicerol a los cultivos bacterianos hasta una concentración final del 
25%, se hicieron alícuotas y se almacenaron a -80ºC. 
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2.2.3. Extracción de plásmidos de bacterias 
Las bacterias transformadas con cada plásmido se crecieron en medio LB 
líquido con antibiótico a 37ºC y agitación durante 18 horas. Pasado ese tiempo, se 
centrifugaron a 5.000 g para obtener el sedimento de bacterias. La extracción de los 
plásmidos se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante mediante los kits de 
extracción comerciales “QIAprep Spin MiniPrep Kit” y “QIAprep Spin MaxiPrep Kit” 
(Qiagen) a partir de 3 ml o 100 ml de medio de cultivo respectivamente. El DNA 
obtenido se cuantificó por medio de un espectofotómetro “BioPhotometer Plus” 
(Eppendorf) y se almacenó a -80ºC. 
2.2.4. Generación del plásmido control 
El plásmido pCMV6-NEO se generó en el laboratorio a partir de la liberación 
del inserto que codifica para TNFAIP3 en el plásmido comercial pCMV6-NEO-
TNFAIP3 (Origene). Para ello se trató 1 µg del plásmido comercial con 1 µl de la 
enzima “FastDigest NotI” (Fermentas) incubándolo a 37ºC durante 30 minutos. Una 
vez digerido, se separaron los productos por electroforesis en un gel de agarosa al 
0,8%, se cortó la banda correspondiente al plásmido sin el inserto y se extrajo el 
DNA con el kit comercial “QUIAEX Gel Extraction Kit” (Qiagen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El DNA extraído se re-ligó con el kit “Rapid DNA 
Ligation Kit” (Roche) siguiendo el protocolo del fabricante y una décima parte del 
plásmido purificado se utilizó para transformar las bacterias competentes E. coli 
DH5α. Una vez crecidas, se purificó el plásmido y se corrió en un gel de agarosa al 
0,8% junto al plásmido inicial para comparar su movilidad. Para comprobar que el 
plásmido no tenía inserto, se secuenció con los oligonucleótidos pCMV6-F y 
pCMV6-R (Tabla 4). Las bacterias transformadas con el nuevo plásmido (pCVM6-
NEO) se almacenaron a -80ºC en diferentes alícuotas. 
2.3. Manipulación de RNA 
2.3.1. Extracción de RNA de células eucariotas 
La extracción del RNA total se realizó siguiendo las instrucciones facilitadas 
por los fabricantes mediante el kit comercial “ReliaPrep RNA Cell Miniprep System” 
(Promega). El RNA total extraído fue cuantificado por medio de un espectofotómetro 
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“BioPhotometer Plus” (Eppendorf) y seguidamente fue alicuoteado y almacenado a -
80ºC hasta su uso. 
2.3.2. Reacción de la transcriptasa inversa 
Una vez extraído el RNA total, se generó un DNA complementario (cDNA) 
con oligonucleótidos aleatorios mediante transcripción inversa con el kit comercial 
“High-Capacity cDNA Archieve Kit” (Applied Biosystems), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se partió de una concentración de RNA inicial de 0,05 
µg/µl y se emplearon las condiciones estándar del fabricante: 10 minutos a 25ºC, 2 
horas a 37ºC y un último paso de 5 minutos a 85ºC. Finalmente, el cDNA fue 
almacenado a -80ºC hasta su uso. 
2.4. Manipulación de DNA 
2.4.1. PCR a tiempo real (q-PCR) 
La cuantificación de genes celulares y virales se llevó a cabo por triplicado en 
un termociclador “StepOne Real Time PCR System” (Applied Biosystems). 
Para la cuantificación de los genes celulares se empleó una solución madre 
“5x PyroTaq PROBE qPCR Mix Plus” (Cultek) y sondas TaqMan MGB FAM dye-
labeled (Applied Biosystems) para cada uno de los genes (Tabla 2). La reacción se 
llevó a cabo siguiendo las indicaciones de la casa comercial con una activación de 
la enzima de 10 minutos a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 
60ºC. Las muestras se prepararon en un volumen final de 50 µl en los que se 
añadieron 3 µl del cDNA de cada muestra. La expresión de los genes se normalizó 
respecto a la expresión de actina-β y la cuantificación relativa se realizó por el 
método comparativo CT (ΔΔCT) mediante el software StepOne v2.1. 
La expresión de genes virales se cuantificó mediante SYBR-Green (Power-
Up SYBR-Green Master Mix, Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se diseñó una pareja de oligonucleótidos para cada gen de interés 
(Tabla 3), incluyendo una pareja para el control interno de actina-β. Se realizaron 
diluciones 1:15 del cDNA de las muestras recogidas a las 24 hpi y diluciones 1:30 
de las muestras recogidas a las 48 hpi. De estas diluciones se emplearon 3 µl de 
cada una en un volumen final de 50 µl de reacción. La qPCR se llevó a cabo en un 
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termociclador “StepOne Real Time PCR system” utilizando un programa estándar 
de: 2 minutos a 50ºC, 2 minutos a 95ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC, 15 
segundos a 60ºC y 1 minuto a 72ºC. La normalización y cuantificación se realizó 
como se describe en el párrafo anterior. 
2.4.2. Secuenciación de DNA 
Los plásmidos empleados a lo largo del trabajo fueron secuenciados para 
verificar la presencia y orientación de cada inserto. Para ello, se diseñaron unos 
oligonucleótidos específicos (Tabla 4) de los que se emplearon 6 pmol de cada uno, 
junto a 150 ng de DNA plasmídico por cada 4Kb de plásmido y agua hasta 
completar un volumen de 10 µl. La secuenciación se llevó a cabo en el servicio de 
secuenciación del Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III 
en Majadahonda. 
2.5. Manipulación de proteínas 
2.5.1. Extracción de proteínas totales 
Las muestras de células recogidas fueron manipuladas en hielo y lisadas 
para extraer las proteínas totales con tampón de lisis Triton-Deoxicolato con 0,1% 
de SDS e inhibidores de proteasas. El sedimento se incubó durante 20 minutos en 
hielo agitando con vórtex durante 10 – 15 segundos a intervalos de 5 minutos. 
Posteriormente, se centrifugó la mezcla a 15.700 g y 4ºC durante 5 minutos y se 
almacenó el sobrenadante a -80ºC. 
2.5.2. Cuantificación de proteínas 
La concentración de proteínas en los extractos se determinó mediante el 
método del BCA (ácido bicinconínico), utilizando una curva patrón de BSA realizada 
con concentración conocida desde 0,2 µg/µl a 1,2 µg/µl. La cuantificación de los 
extractos se realizó por triplicado, añadiendo 1 µl del extracto a cada pocillo y 
posteriormente 200 µl por pocillo de la mezcla de reactivos A y B del kit “Pierce BCA 
Protein Assay kit” (Thermofisher). Seguidamente, se incubó la mezcla a 37ºC 
durante 20 minutos antes de leer la placa a una densidad óptica de 595 nm 
(Multiscan FC, Thermofisher). 
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Los resultados obtenidos, fueron exportados al programa informático 
GraphPad Prism 8 para la extrapolación de las concentraciones sobre la curva 
patrón de BSA generada. 
2.5.3. Análisis de las proteínas mediante SDS-PAGE y Western Blot 
Los extractos de proteínas fueron analizados por medio de electroforesis 
monodimensional en un gel de acrilamida con SDS (dodecilsulfato sódico, SDS-
PAGE), a una concentración del 10% - 15% de acrilamida dependiendo del peso 
molecular de la proteína de interés. De cada muestra se cargaron 10 µg por pocillo 
en un volumen final de 20 µl de tampón de carga con dithiothreitol (DTT, Sigma). La 
separación se llevó a cabo en tampón de electroforesis y una vez finalizada, las 
proteínas se transfirieron a una membrana inmobilon-P (Millipore) en cámara fría 
usando tampón de transferencia. Posteriormente, la membrana se bloqueó con el 
agente de bloqueo (Advance Blocking Reagent, GE Healthcare) al 2% en tampón 
PBS con 0,05% de Tween-20 (Bio-Rad) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Se lavó la membrana en tampón PBS-0,05% Tween-20 y se incubó 
sucesivamente con el anticuerpo primario y el secundario a temperatura ambiente 
durante 1 hora en la mezcla del agente bloqueante al 2%. Los lavados intermedios 
se realizaron en PBS-0,05% Tween-20. Por último, el revelado de la membrana se 
hizo incubando con sustrato ECL (SuperSignal West Pico Chemiluminescent 
Substrate, Thermofisher) y las proteínas fueron visualizadas por 
quimioluminiscencia usando ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). 
Para la reutilización de las membranas se realizó un “stripping” en el que se 
incubaron las membranas dos veces durante 7 minutos con el tampón de “Mild 
Stripping”, se lavaron dos veces con tampón PBS durante 10 minutos, dos veces 
con tampón TBS-0,05% Tween-20 durante 5 minutos y por último una vez con 
tampón PBS-0,05% Tween 20 durante 5 minutos. Una vez terminado el proceso, se 
volvió a bloquear la membrana con el agente bloqueante al 2% durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. 
2.6. Diseño de siRNAs 
Los siRNAs frente al mRNA que codifica para la proteína de fusión del VRSH 
(F) (ID # AD20SZI) y el siRNA biespecífico frente a DDX58 (RIG-I) y la 
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Nucleoproteína del VRSH (RIG-I/VRSH-N) (ID # AD89JSV), fueron diseñados en el 
laboratorio siguiendo una serie de reglas descritas por Algia A. y Eritja R: (i) El 
nucleótido de la posición 1 del siRNA debe ser preferiblemente una adenina o 
uracilo. (ii) La región semilla (nucleótidos 2 - 8) del siRNA debe ser rica en adeninas 
o uracilos presentando una Tm baja. (iii) La región central y parte de la región 
suplementaria deben ser ricas en guaninas o citosinas con una Tm alta. (iv) El 
extremo 3’ del siRNA debe presentar un par de nucleótidos de DNA extra (Figura 
23) (Kamola et al., 2015, Alagia and Eritja, 2016). Todos los siRNAs fueron 
sintetizados por Ambion. Para el diseño del siRNA RIG-I/VRSH-N, se empleó el 
software informático LALING (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lalign/nucleotide.html 
- European Bioinformatic Institute), por medio del cual se alinearon las secuencias 
del genoma del VRSH (polaridad positiva), y el mRNA que codifica para RIG-I. 
Como resultado del alineamiento, se encontró una región de 21 nucleótidos entre 
los dos mRNAs con alta homología de secuencia, a partir de la cual se diseñó el 
siRNA frente a ambos genes (RIG-I/VRSH-N) (Tabla 1). El siRNA frente al mRNA de 
la nucleoproteína del VRSH (ID # ADMSGPQ) está basado en la secuencia 
previamente publicada para el siRNA ALN-RSV01 (Alvarez et al., 2009) (Tabla 1) y 
fue mandado a sintetizar también por Ambion. El resto de los siRNAs son 
comerciales y se compraron a Ambion (Tabla 1). 
2.7. Ensayos de silenciamiento 
El silenciamiento de la expresión de genes se llevó a cabo en células A549 
sembradas a una densidad de 4,5x104 células por pocillo en placas M24 con 24 
horas de antelación. Para cada pocillo se prepararon dos tubos: uno con 6 o 12 
pmoles del siRNA (Tabla 1) en 50 µl de medio Optimem (Gibco), y otro con 1 µl de 
Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen) en 50 µl de Optimem. Ambos tubos se 
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se mezcló su 
contenido y se incubaron durante otros 20 minutos también a temperatura ambiente. 
Una vez finalizada la incubación, se añadieron 100 µl de la mezcla a cada pocillo 
sobre el medio de cultivo (DMEM10 sin antibiótico) y las células se incubaron a 
37ºC. Pasadas 24 horas de la transfección, las células fueron lavadas con medio 
DMEM2 sin antibiótico para infectarlas con el VRSH a una MOI de 0,1 o 3 PFU por 
célula. La recogida de las muestras se realizó a diferentes tiempos post-infección 
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almacenando el sobrenadante de cultivo para la titulación del virus, y el sedimento 
celular para extraer RNA o proteína. 
2.8. Ensayos de sobreexpresión 
La sobreexpresión de genes también se llevó a cabo en células A549 pero en 
placas M12 a una densidad de 1,6x105 células por pocillo sembradas 24 horas 
antes. Para la transfección con los plásmidos se prepararon dos tubos para cada 
pocillo: uno con 3 µl de Lipofectamina 3000 (Invitrogen) en 50 µl de Optimem y otro 
con 1 µg de plásmido junto a 1,5 µl de P3000 en 50 µl de Optimem. Tras 5 minutos 
de incubación a temperatura ambiente, se añadió el contenido del primer tubo sobre 
el segundo y se incubó la mezcla durante 20 minutos. Posteriormente, se añadieron 
100 µl de la mezcla a cada pocillo y las células se incubaron a 37ºC. 
Aproximadamente 24 horas después, se lavaron las células con DMEM2 sin 
antibiótico y se infectaron con el VRSH a una multiplicidad de infección de 3 
PFU/célula. Tras 90 minutos de adsorción, se añadió medio a las células y se 
incubaron a 37ºC hasta la recogida de las muestras a los diferentes tiempos post-
infección. 
2.9. Generación de células “knockout” para A20 
A partir de las células A549, se generaron líneas celulares “knockout” (KO) 
para el gen de TNFAIP3 (A20) mediante la tecnología TALEN (Transfection 
Activator-like Effector Nuclease). Esta tecnología consiste en la expresión 
intracelular de nucleasas que reconocen y cortan secuencias específicas del gen 
diana (Kim et al., 2013b, Gonzalez-Sanz et al., 2016). En primer lugar, las células se 
transfectaron con los plásmidos comerciales H27583_TNFAIP3_TALEN-L y 
H27583_TNFAIP3_TALEN-R (TALEN Library Resource, Seoul National University), 
que codifican nucleasas frente a secuencias específicas del DNA de A20. 
Posteriormente las células se tripsinizaron y se clonaron en placas de 96 pocillos a 
una densidad de una célula por pocillo mediante dilución límite. Tras varios días en 
cultivo, se fueron seleccionando aquellos pocillos en los que solamente se detectó 
un único clon, y se fueron expandiendo a pocillos de mayor tamaño hasta conseguir 
material suficiente para poder analizarlos. Las líneas celulares seleccionadas y 
crecidas fueron analizadas por PCR con los oligonucleótidos TNFAIP3_TALEN_F1 y 
TNFAIP3_TALEN_R1 (Tabla 4) y un programa de 5 minutos a 94ºC; 35 ciclos de 30 
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segundos a 94ºC, 30 segundos a 64ºC y un minuto a 72ºC; y 7 minutos finales de 
extensión a 72ºC. El producto de PCR fue posteriormente examinado en un gel de 
agarosa al 0,8% y las líneas celulares seleccionadas fueron secuenciadas y 
analizadas con el software Lasergene v7.2. Como análisis adicional, las líneas 
celulares KO obtenidas se analizaron también por western blot con un anticuerpo 
específico frente a TNFAIP3 (Tabla 5). Todas las líneas celulares seleccionadas en 
la primera ronda de clonación se sometieron a una segunda ronda y a una nueva 
confirmación mediante PCR, secuenciación y western blot. Fueron las líneas 
celulares resultantes de esta segunda ronda las que se expandieron y se 
almacenaron para ser utilizadas en los ensayos. Como control negativo, se 
seleccionó una línea celular A549 salvaje que fue sometida al mismo proceso de 
transfección y clonación que las líneas celulares KO. 
2.10. Ensayos de viabilidad celular 
Se llevó a cabo en las células A549 transfectadas con los siRNAs mediante 
un ensayo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). Las células A549 
fueron sembradas a una densidad de 9x103 células por pocillo en placas M96. 
Veinticuatro horas más tarde, las células fueron transfectadas por quintuplicado con 
los diferentes siRNAs como se describe en el apartado “Ensayos de silenciamiento”. 
Una vez transfectadas, se añadieron 10 µl de MTT (5 mg/ml, Calbiochem) por 
pocillo a tiempos 0 y 72 horas post-transfección, y se incubaron a 37ºC durante 4 
horas. Pasado ese tiempo, se añadieron 120 µl de isopropanol con 0,04 N HCl por 
pocillo y las placas se pusieron 1 hora en agitación antes de medir la absorbancia 
(A) a 570 nm en un espectrofotómetro. La tasa de supervivencia (SR, survival rate), 
fue medida como: SR = (A tratadas/A control) x 100. 
2.11. Ensayos de apoptosis 
La apoptosis celular se cuantificó en células A549 transfectadas con los 
diferentes siRNAs e infectadas con el VRSH, y en las líneas celulares KO para A20 
infectadas también con el VRSH. Los ensayos se realizaron por medio del kit 
comercial “Single Channel Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V-Alexa-fluor488TM 
and SytoxTM” (Cat. # V13240, Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. Los 
niveles de apoptosis fueron detectados por citometría de flujo en un citómetro BD 
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FACSCantoTM Flow Cytometer (BD Biosciences) y los resultados fueron analizados 
con el software FlowJoTM (BD Biosciences). 
2.12. Preparación de librerías de mRNA-seq y secuenciación 
El RNA total se extrajo de las células infectadas por medio del kit comercial 
ReliaPrep RNA Cell Miniprep System descrito anteriormente. El RNA fue 
cuantificado en un espectrofotómetro “BioPhotometer Plus” y su calidad fue 
evaluada en el equipo 2100 Bioanalyzer RNA NANO assay (Agilent technologies). 
Todas las muestras tuvieron un número de integridad del RNA (RIN, RNA, integrity 
number) superior a nueve. Las librerías se prepararon mediante el kit comercial 
“TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit v2” (ref. RS-122-2101/2, Illumina), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emplearon 500 ng de RNA total para 
capturar el RNA con colas de poliA (poliA+) por medio de un Oligo (dT) unido a 
bolas magnéticas. El RNA poliA+ capturado fue fragmentado con cationes 
divalentes a baja temperatura. Los RNAs fragmentados, con 300 pb de media, se 
copiaron a cDNA mediante transcripción inversa (“SuperScript II”, ref. 18064-014, 
Invitrogen) empleando oligonucleótidos aleatorios. Para mantener la información de 
cadena, se sintetizó la segunda hebra del cDNA con una polimerasa I y la RNAsa H 
sustituyendo los dTTPs por dUTPs. El DNA de doble cadena se adeniló en su 
extremo 3’ y se ligó a los adaptadores “TruSeq Adapters” (Illumina) 
correspondientes, que son los índices que permiten identificar todas las secuencias 
que proceden de una misma muestra. Posteriormente los productos se purificaron 
con un sistema de bolas “AMPure XP Beads” (ref. A63881, Beckman Coulter). El 
enriquecimiento de la librería se realizó por PCR. 
Las librerías finales fueron analizadas por medio de “Agilent DNA 1000 chip” 
para estimar la cantidad y distribución de tamaños de los fragmentos insertados, y 
fueron posteriormente cuantificadas por qPCR con el kit “KAPA Library 
Quantification Kit” (ref. KK4835, KapaBiosystems), antes de ser amplificadas en el 
equipo “Illumina’s cBot” (Illumina) para la generación de los “clusters”. Por último, las 
librerías fueron secuenciadas utilizando una longitud de lectura de más de 50 
nucleótidos en un solo sentido (1 x 50) en el equipo “Illumina’s HiSeq 2500” 
(Illumina). 
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2.13. Análisis de datos 
Los datos obtenidos del RNAseq fueron analizados con ayuda del servicio de 
Bioinformática del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII). En primer lugar se llevó a 
cabo el análisis del control de calidad por medio del programa FastQC (v0.11.3) 
(Institute, 2012). Posteriormente se eliminaron tanto las secuencias de los 
adaptadores como las secuencias con baja calidad con el programa Trimmomatic 
v0.36 (Bolger et al., 2014). Se realizó una evaluación exhaustiva de la calidad de la 
secuencia desde los extremos 5’ al 3’, eliminando las bases con una calidad media 
inferior a un score de Qphred de 15 (15Q). Se eliminaron las lecturas de menos de 
50 nucleótidos de longitud. Las lecturas fueron mapeadas frente al genoma humano 
Hg38 con el programa Tophat (v2.0.14) (Kim et al., 2013a, Trapnell et al., 2012) y el 
control de la calidad del mapeado se llevó a cabo mediante RsecQC (v2.6.4) (Wang 
et al., 2012, Goff, 2013). 
Para el análisis de la expresión de los transcritos, se transformó el número de 
secuencias contabilizadas en cada transcrito en “counts”, utilizando el programa 
informático Cufflinks (v2.2.1) basado en los genes de referencia definidos en la 
secuencia Ref-Seq (Hg38) y que contiene el fichero gtf (Roberts et al., 2011, Anders 
and Huber, 2010). Por último, el análisis de la expresión diferencial de genes se 
llevó a cabo usando “cuffdiff”, el cual utiliza la corrección de Benjamini-Hochberg 
para calcular el valor FDR (q-value). Los genes con valores de FDR ≤ 0.05 se 
consideraron que estaban diferencialmente expresados. El programa informático 
CummeRbund (v2.14.0) fue utilizado para el control de calidad y visualización de los 
resultados. 
2.14. Anotación funcional de los genes seleccionados 
La anotación funcional de los genes seleccionados (FC ≥ 1.5 y FDR ≤ 0.05) 
se realizó mediante la herramienta bioinformática DAVID 6.8 (Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (https://david.ncifcrf.gov/) 
(Huang da et al., 2009a, Huang da et al., 2009b). Del programa se extrajo 
información de los procesos biológicos (Gene Ontology Biological Processes) y las 
rutas de señalización (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
(Kanehisa and Goto, 2000, Du et al., 2014), en las que está implicado cada gen, 
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aplicando un score EASE de 0.1 y seleccionando las rutas en las que participan al 
menos 2 de los genes de la lista (Count = 2) 
2.15. Análisis estadístico 
El análisis estadístico de los datos para determinar las diferencias 
significativas entre las distintas condiciones experimentales se realizó mediante la 
prueba t de Student. Se consideraron significativos aquellos valores de p menores 
de 0.05. Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el programa 













































1. Respuesta celular a la infección por el VRSH: Señalización vía RIG-I 
1.1. La activación de RIG-I es esencial para desencadenar la respuesta 
inmune innata en células infectadas por el VRSH 
RIG-I es el principal receptor celular que se activa por la infección con el 
VRSH en células epiteliales respiratorias (Liu et al., 2007). Para confirmar que RIG-I 
tiene un papel esencial en la respuesta inmune innata inducida por el VRSH en 
nuestro modelo de infección, se silenció la expresión de RIG-I en células A549 
mediante un siRNA específico (Tabla 1) y 24 horas más tarde se infectaron las 
células con el VRSH a una MOI (Multiplicity of Infection) de 3. El sobrenadante de 
cultivo y las células se recogieron a 24 y 48 horas post-infección (hpi). Los niveles 
de expresión de RIG-I en las células silenciadas fueron cuantificados con respecto a 
los niveles de expresión obtenidos en las células transfectadas con un siRNA control 
















Figura 9: Expresión de genes de respuesta inmune innata y producción de virus en células 
silenciadas para RIG-I. (A) Cuantificación de los niveles de mRNA de varios genes de respuesta 
inmune inflamatoria/antiviral por q-PCR en células transfectadas con un siRNA frente al mRNA de 
RIG-I e infectadas con el VRSH. Los resultados que se muestran son los valores obtenidos en las 
células silenciadas con respecto a células transfectadas con un siRNA control (B) Título viral de 
los sobrenadantes de cultivo recogidos a 24 y 48 hpi con el VRSH en células A549 transfectadas 
con un siRNA control y el específico para RIG-I. Los datos representan la media y desviación 
estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron 




Se analizaron los niveles de expresión de IL6, ISG15, IFN-β, TNF-α y CCL5 
mediante la cuantificación de su mRNA en las células silenciadas y se comparó con 
los niveles de expresión en células transfectadas con un siRNA control (Figura 9A). 
Los resultados mostraron un descenso significativo generalizado de la expresión de 
todos los genes analizados a 24 y 48 hpi (Figura 9A). Estos datos confirmaron el 
papel clave de RIG-I en la activación de la cascada de señalización intracelular y la 
expresión de genes de respuesta inmune innata en las células infectadas por el 
VRSH. 
Se cuantificaron también los títulos virales para analizar el efecto del 
silenciamiento de la expresión de RIG-I sobre la producción de virus. Se titularon los 
sobrenadantes de las células transfectadas con el siRNA RIG-I e infectadas con el 
VRSH a una MOI de 3, a 24 y 48 hpi. Se observó un aumento significativo en el 
título viral de las células transfectadas con el siRNA RIG-I a 24 hpi al compararlo 
con los valores obtenidos de las células transfectadas con un siRNA control (Figura 
9B). Sin embargo, a 48 hpi el título del virus en las células transfectadas con el 
siRNA RIG-I no presentó diferencias significativas con respecto al título viral de las 
células transfectadas con un siRNA control (Figura 9B). 
1.2. Los silenciamientos de TRAF3 o TRAF6, dos adaptadores de la 
ruta de RIG-I, también reducen la respuesta inmune celular a la infección 
por el VRSH 
La activación de RIG-I da lugar, a su vez, a la activación de una cascada de 
señalización intracelular en la que participan múltiples proteínas, entre ellas los 
adaptadores TRAF3 y TRAF6 (Figura 5) (Takeuchi and Akira, 2010). Para confirmar 
que estas rutas se activan en la infección por el VRSH se inhibió su expresión 
mediante siRNAs específicos frente al mRNA de TRAF3, TRAF6 y RIPK2 (Tabla 1). 
Las células transfectadas con los siRNAs mencionados, se infectaron 24 horas más 
tarde con el VRSH a una MOI de 3 y los niveles de expresión de cada uno de los 
genes silenciados fueron cuantificados con respecto a las células control (Anexo I, 





Los resultados del silenciamiento de TRAF3 o TRAF6 fueron similares para 
ambos adaptadores. En ambos casos se observó un descenso significativo de la 
expresión de todos los genes analizados a 24 hpi, salvo para IL-6 en las células 
silenciadas para TRAF3 (Figura 10A). A tiempos tardíos, únicamente se observa un 
descenso en los niveles de expresión de TNF-α y de IL-6, aunque este último solo 
en las células transfectadas con el siRNA TRAF6 (Figura 10A). Se silenció también 
la expresión de RIPK2, un adaptador activado por NLRs. En este caso no se 
observaron diferencias en los niveles de respuesta inmune (Figura 10A), indicando 
que esta ruta no se activa en la infección de células epiteliales por el VRSH. 
 
Al analizar la replicación del virus en las células silenciadas para TRAF3 o 
TRAF6, no se observaron diferencias significativas con respecto a las células 





















Figura 10: Efecto del silenciamiento de la expresión de TRAF3, TRAF6 y RIPK2 en la expresión 
de genes de respuesta inmune innata y la producción de virus infectivo. (A) Cuantificación del 
mRNA de varios genes de respuesta inmune inflamatoria y antiviral en las células transfectadas e 
infectadas con el VRSH. Los resultados que se muestran son los valores obtenidos en las células 
silenciadas con los correspondientes siRNAs, con respecto a las células silenciadas con un 
siRNA control. (B) Título viral de los sobrenadantes de cultivo recogidos a 24 y 48 hpi con el 
VRSH en células A549 transfectadas con un siRNA control y los siRNAs específicos para cada 
gen. Los datos representan la media y desviación estándar de al menos tres ensayos 
independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas por medio de un t-test. * 




En conjunto, estos resultados confirman que la ruta de señalización mediada 
por RIG-I es importante en la inducción de la respuesta inmune temprana frente al 
VRSH en las células epiteliales respiratorias A549. 
1.3.  Regulación de RIG-I por procesos de ubiquitinación y 
deubiquitinación 
RIG-I está finamente regulado por procesos de ubiquitinación y 
deubiquitinación en los que participan una serie de proteínas con actividad 
ubiquitinasa/deubiquitinasa (Figura 7) (Gack et al., 2007, Oshiumi et al., 2009, Gao 
et al., 2009, Arimoto et al., 2007, Friedman et al., 2008). Tras demostrar que la ruta 
de RIG-I es esencial en la inducción de la respuesta inflamatoria y antiviral contra el 
VRSH, nos planteamos analizar el efecto del silenciamiento de diferentes 
ubiquitinasas/deubiquitinasas que regulan su actividad en las infecciones por el 
VRSH. Se transfectaron células A549 con siRNAs específicos frente a los genes 
TRIM25, RNF135 (RIPLET), RNF125 y CYLD (Tabla 1) y 24 horas más tarde se 
infectaron con el VRSH a una MOI de 3. Tanto los sobrenadantes de cultivo como 
las células fueron recogidos a 24 y 48 hpi. Los niveles de expresión de cada uno de 
los genes silenciados, fueron cuantificados con respecto a las células transfectadas 
con un siRNA control (Anexo I, Figura1). 
Se analizó la expresión de genes de respuesta inmune inflamatoria y antiviral 
en las células silenciadas mediante la cuantificación de los mRNAs 
correspondientes. En las células transfectadas con el siRNA frente a TRIM25, un 
regulador positivo de RIG-I (Figura 7), no se observaron grandes diferencias en la 
expresión de los genes analizados, ni a 24 ni a 48 hpi, salvo un ligero aumento de 
IL-6 e ISG15 a 24 hpi en comparación con los datos obtenidos en las células 
transfectadas con un siRNA control (Figura 11A). Sin embargo, en las células 
transfectadas con el siRNA RNF135 (RIPLET), que también es un regulador positivo 
de RIG-I (Figura 7), se observó un descenso significativo de la expresión de los 















































Figura 11: Silenciamiento de la expresión de TRIM25, RNF135 (RIPLET), RNF125 y CYLD. (A) 
Cuantificación del mRNA de varios genes de respuesta inmune inflamatoria/antiviral por qPCR, 
de las células transfectadas con el correspondiente siRNA e infectadas con el VRSH. Los 
resultados que se muestran son los valores obtenidos en las células silenciadas con respecto a 
las células transfectadas con un siRNA control. (B) Título viral de los sobrenadantes recogidos a 
24 y 48 hpi de las células A549 transfectadas con un siRNA control y el específico para cada gen. 
Los datos representan la media y desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. 





En cuanto a los reguladores negativos de RIG-I (Figura 7), en el 
silenciamiento de RNF125 no se observó un patrón consistente en la expresión 
diferencial de genes. Así, aumentó ligeramente la expresión de IL-6 a 24 hpi, 
mientras que disminuyó la de IFN-β a 24 hpi y TNF-α a 48 hpi. Por el contrario, en el 
silenciamiento de CYLD se observó un descenso significativo en los niveles de 
expresión de IL-6, ISG15 y CCL5 a 24 hpi y de IL-6, IFN-β y TNF-α a 48 hpi (Figura 
11A). Este resultado obtenido con CYLD no es el esperado teniendo en cuenta su 
papel como regulador negativo de RIG-I. Sin embargo, este resultado podría 
explicarse teniendo en cuenta otros procesos en los que interviene CYLD y que 
serán discutidos más adelante. 
Al realizar la titulación de los sobrenadantes de cultivo de cada una de las 
células transfectadas con los siRNAs seleccionados, los resultados obtenidos en 
todos los casos fueron similares. No se observaron diferencias significativas en la 
replicación del virus ni a 24 ni a 48 hpi en ningún caso salvo para las células 
transfectadas con el siRNA CYLD. En este caso, se obtuvo un descenso 
significativo de la replicación viral al compararlo con los datos obtenidos de células 
transfectadas con un siRNA control a 48 hpi (Figura 11B). 
2. Papel de A20 en la infección por el VRSH 
A20 es un regulador negativo de los factores de transcripción NF-кB e 
IRF3/7, siendo clave en la modulación de varias cascadas de señalización 
intracelular, incluida la activada por RIG-I, que dan lugar a la respuesta 
inflamatoria/antiviral (Figura 5) (Catrysse et al., 2014). Por ello, se decidió estudiar el 
papel de A20 en la infección por el VRSH. 
2.1. La infección por el VRSH aumenta los niveles de expresión de A20 
En primer lugar, se realizó una cinética de expresión de A20 en las células 
A549 infectadas con el VRSH. Para ello se infectaron las células con el virus a una 
MOI de 3 y se recogieron las células a diferentes tiempos post-infección (0, 3, 6, 16, 
24, 36 y 48 hpi). 
Por un lado, se cuantificaron los niveles de expresión del mRNA de A20 por 
qPCR en las células infectadas con respecto a las células no infectadas. Como 




nucleoproteína (N) del virus. Se observó que la expresión de A20 está retrasada en 
el tiempo con respecto a los niveles de expresión de la nucleoproteína del virus 
(Figura 12A). El aumento en la expresión de A20 comienza a observarse de forma 
clara a partir de las 24 hpi y alcanza niveles de hasta 500 veces a 48 hpi con 
respecto a las células no infectadas (Figura 12A). 
 
Por otro lado, se cuantificaron por western blot los niveles de expresión de la 
proteína A20 en las células infectadas con el VRSH. Los resultados se compararon 
con la expresión de A20 en células no infectadas (Mock). De nuevo se observó que 
la expresión de A20 comienza a aumentar de forma significativa a partir de las 24 
hpi (Figura 12B). 
2.2. El silenciamiento de A20, TAX1BP1 o ABIN1 incrementa la 
respuesta inmune innata y disminuye la producción de virus 
En determinados casos, para realizar su función, A20 tiene que interaccionar 
con otras proteínas (TAX1BP1, ABIN1, ITCH y RNF11) formando complejos que 
modulan su actividad y la especificidad de sustrato. Para caracterizar el papel de 
A20 y de algunas de las proteínas que interaccionan con ella en las infecciones por 
el VRSH, se inhibió su expresión mediante siRNAs específicos frente al gen de A20, 














Figura 12: Cinética de expresión de A20 en células A549 infectadas con el VRSH a una MOI de 
3. (A) Niveles de expresión del mRNA de A20 y del RNA de la nucleoproteína obtenidos a cada 
tiempo por triplicado. Los datos representan, en cada uno de los tiempos analizados, el número 
de veces de incremento en la cantidad de mRNA de A20 con respecto a células no infectadas, y 
de la nucleoproteína viral respecto al tiempo cero de infección. (B) Niveles de expresión de la 





mismas células con el VRSH a una MOI de 3. Los sobrenadantes de cultivo y las 
células se recogieron a 24 y 48 hpi. El silenciamiento de los genes se confirmó por 
qPCR con respecto a las células transfectadas con un siRNA control (Anexo I, 
Figura 2). 
A tiempos tempranos de la infección (24 hpi), se observó un incremento 
generalizado en los niveles de expresión de los genes IL-6, ISG15, IFN-β, TNF-α e 
IL-1β en las células silenciadas para A20, TAX1BP1 y ABIN1 con respecto a células 
transfectadas con un siRNA control (Figura 13). Sin embargo, solamente los niveles 
de expresión de ISG15 y TNF-α incrementaron en las células transfectadas con el 
siRNA frente a ITCH, y ninguno de los genes analizados mostró un incremento de 
su expresión en las células silenciadas para RNF11 (Figura 13). A tiempos tardíos 
post-infección (48 hpi), en general, los niveles de expresión de estos genes 
involucrados en la respuesta inmune inflamatoria/antiviral bajan con respecto a las 
24 hpi, llegando algunos a mostrar diferencias significativas con respecto a las 




















Figura 13: Niveles de expresión de genes de respuesta inmune inflamatoria/antiviral en células 
transfectadas con siRNAs frente a A20, TAX1BP1, ABIN1, ITCH o RNF11 e infectadas 24 h más 
tarde con el VRSH a una MOI de 3. Se cuantificaron los niveles de expresión de estos genes a 
partir del mRNA correspondiente por qPCR. Los resultados que se muestran son los valores 
obtenidos en las células silenciadas con respecto a las células transfectadas con un siRNA 
control. Los datos representan la media y desviación estándar de al menos tres ensayos 
independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas por medio de un t-test. * 




Estas diferencias en la expresión de genes a 24 y 48 hpi podrían deberse a 
otros procesos en los que interviene A20 dentro de las cascadas de señalización, y 
que serán discutidos más adelante. 
Para analizar si la inhibición en los niveles de expresión de A20 y de las 
proteínas que interaccionan con ella tiene algún impacto sobre la replicación del 
virus, se cuantificó la producción de virus infectivo en los sobrenadantes de cultivo 
recogidos a 24 y 48 hpi de las células transfectadas con los siRNAs específicos para 
cada gen. Se observó un descenso significativo del título viral en las células 
transfectadas con todos los siRNAs a 48 hpi con respecto al control, salvo para 
RNF11, que también mostró un descenso en los niveles del título del virus, pero sin 
llegar a ser significativo (Figura 14). 
 
2.3. La producción del VRSH disminuye en células “knockout” para 
A20 mientras que la respuesta antiviral e inflamatoria aumenta en estas 
células 
Los datos obtenidos a partir de los silenciamientos de A20, y de las proteínas 
que interaccionan con ella, muestran un claro efecto de estas proteínas en la 
regulación de la respuesta inmune innata temprana desencadenada por el VRSH. 
Para confirmar estos datos, se llevaron a cabo ensayos similares en células A549 
“knockout” (KO) para A20. Se generaron dos líneas celulares que no expresan la 
proteína A20 (KO-1 y KO-2), mediante la tecnología de nucleasas TALEN 
(Transcription Activator-Like Effector Nuclease). Al mismo tiempo se obtuvo también 














Figura 14: Título viral de los 
sobrenadantes de cultivo recogidos a 
24 y 48 hpi con el VRSH en células 
A549 transfectadas con un siRNA 
control y el específico para cada gen: 
A20, TAX1BP1, ABIN1, ITCH y RNF11. 
Los datos representan la media y 
desviación estándar de al menos tres 
ensayos independientes. Las 
comparaciones entre los grupos fueron 
realizadas por medio de un t-test. * 




selección que las células KO. La falta de expresión de A20 en las líneas celulares 
KO se comprobó mediante western blot (Figura 15). 
 
Las dos líneas celulares KO, la línea celular WT, y las células A549 
parentales fueron infectadas con el VRSH a una MOI de 3 y tanto los sobrenadantes 
de cultivo como las células se recogieron a 24 y 48 hpi. Se analizaron los niveles de 
expresión de los genes de respuesta inmune innata mediante la cuantificación de 
los mRNA por qPCR. 
Al igual que se observa en las células silenciadas para A20, los niveles de 
expresión de la mayoría de los genes de respuesta inmune inflamatoria/antiviral 
aumentan significativamente en las líneas celulares KO para A20 a 24 hpi (Figura 
16). Solamente la expresión de IL-1β se vio inhibida en la línea celular KO-2 en 
comparación con las células A549 parentales a este tiempo. Por el contrario, a las 
48 hpi, la mayoría de los genes no solo no mostraron un aumento de expresión, sino 
que incluso la expresión de alguno de ellos disminuyó con respecto a las células 
A549 parentales, de forma similar a lo observado en los ensayos de silenciamiento 
(Figura 16). Solamente la expresión de IL-6 e IL-8 aumentó significativamente a las 
48 hpi y solo en la línea celular KO-2. 
Al contrario de lo que sucede en las líneas celulares KO, la línea celular WT 
mostró un descenso en la expresión de genes de respuesta inmune innata a 24 hpi, 













Figura 15: Niveles de expresión de la 
proteína A20 en células infectadas 
con el VRSH a una MOI de 3. Los 
extractos fueron recogidos a 48 hpi. 
Como control interno, se muestran los 






Para confirmar y ampliar los resultados obtenidos por qPCR, las células KO y 
parentales se infectaron a una MOI de 3, se extrajo el RNA total a 24 hpi y se 
cuantificó la expresión de los genes celulares mediante secuenciación masiva de los 
mRNAs. Se analizaron los datos de tres experimentos independientes, de los que se 
obtuvieron dos listados de genes sobreexpresados (FC ≥ 1.5, q ≤ 0.05), derivados 
de la comparación de cada una de las dos líneas celulares KO con la parental. A 
partir de estos listados se seleccionaron los genes que resultaron sobreexpresados 
en ambas líneas KO. Posteriormente se realizó un análisis funcional de estos genes 
mediante la herramienta informática DAVID 6.8. Al comparar las dos líneas celulares 
KO con las células A549 parentales, se observó un aumento en los niveles de 
expresión de genes implicados en procesos biológicos (GO-BP, Gene Ontology 
Biological Processes) relacionados con la respuesta inmune (Tabla 6). De forma 
similar, las rutas (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) relacionadas 
con respuesta inmune y respuesta antimicrobiana también se vieron enriquecidas en 















Figura 16: Expresión de genes de respuesta inmune inflamatoria/antiviral en las líneas celulares 
KO para A20. Se cuantificaron los niveles de mRNA de varios de estos genes por qPCR en 
células infectadas con el VRSH (WT, KO-1, KO-2). Los resultados que se muestran son los 
valores obtenidos con respecto a las células A549 parentales. Los datos representan la media y 
desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre los 





Tabla 6: Procesos biológicos enriquecidos en los genes que están sobreexpresados 
simultáneamente en las dos líneas celulares KO infectadas con el VRSH. Se representan los diez 
procesos biológicos más relevantes. 
Tabla 7: Rutas celulares enriquecidas en los genes que se encuentran sobreexpresados 
simultáneamente en las dos líneas celulares KO infectadas con el VRSH. Se representan las diez 




Al seleccionar los genes cuyos niveles de expresión se encontraron 
disminuidos con respecto a las células A549 parentales (FC ≤ 1.5, q ≤ 0.05), no se 
encontraron procesos biológicos ni rutas celulares que fueran estadísticamente 
significativas. 
Con el fin de comprobar si la producción de VRSH se ve alterada en las 
células KO, como ocurre en las células silenciadas para A20 (Figura 14), se analizó 
la replicación viral en ellas y se comparó con las células A549 parentales. Se 
recogieron los sobrenadantes de cultivo de las células infectadas a 24 y 48 hpi y se 
cuantificó el virus por un ensayo de formación de placas. Se observó un descenso 
significativo en los niveles de replicación del virus en las dos líneas celulares KO 
para A20 en comparación con la línea celular WT a 48 hpi (Figura 17). A este tiempo 
también se observó un descenso del título viral en las células KO con respecto a las 
células A549 parentales, aunque en este caso no fue estadísticamente significativo. 
A 24 hpi el único descenso en la producción de virus que se observó fue en la línea 
KO-2 con respecto a las células A549 parentales. 
 
En resumen, los resultados obtenidos en las líneas celulares KO coinciden, 
de forma general, con los resultados obtenidos durante el silenciamiento de la 
expresión de A20. 
2.4. A20 tiene un efecto anti-apoptótico en células infectadas con el 
VRSH 
Tanto A20, como algunas de las proteínas que interaccionan con ella, están 














Figura 17: Título viral de los 
sobrenadantes recogidos en la 
infección de las líneas celulares KO 
para A20 a 24 y 48 hpi con el VRSH. 
Se analizan los sobrenadantes de las 
células A549 parentales, una línea 
celular WT y dos líneas celulares KO 
para A20. Los datos representan la 
media y desviación estándar de al 
menos tres ensayos independientes. 
Las comparaciones entre los grupos 
fueron realizadas por medio de un t-




1999, Choi et al., 2017, Verstrepen et al., 2011, Oshima et al., 2009). Además, 
estudios previos han mostrado que la infección por VRSH induce apoptosis celular a 
tiempos tardíos post-infección (Monick et al., 2005, O'donnell et al., 1999), por lo que 
se decidió analizar los niveles de apoptosis, tanto en las células silenciadas con los 
siRNAs específicos frente al mRNA de A20 y al mRNA de las proteínas que 
interaccionan con ella, como en las líneas celulares KO. 
Para los ensayos de silenciamiento, se transfectaron las células A549 con los 
siRNA específicos para cada gen (A20, TAX1BP1, ABIN1, ITCH y RNF11) y se 
infectaron 24 horas más tarde con el VRSH a una MOI de 3. En el caso de las líneas 
celulares KO para A20, directamente se infectaron las dos líneas KO, la línea WT y 
las células A549 parentales, con el VRSH a una MOI de 3. En ambos casos, las 
células se recogieron a 48 hpi y se cuantificaron los niveles de apoptosis por 
citometría de flujo. 
Se observó que en las células transfectadas con los siRNAs frente a A20, 
TAX1BP1, ABIN1 o ITCH, los niveles de apoptosis aumentaron significativamente, al 
compararlos con los niveles de apoptosis obtenidos en las células transfectadas con 
un siRNA control (Figura 18). Por el contrario, en las células transfectadas con el 
siRNA RNF11, los niveles de apoptosis bajan con respecto a las células 














Del mismo modo se analizaron los niveles de apoptosis en las células KO 
infectadas y se compararon con las células A549 parentales (Figura 19). Se observó 
un aumento de dichos niveles en la línea celular KO-1. Sin embargo, ni la línea 
celular KO-2 ni la WT mostraron diferencias en los niveles de apoptosis con 



























Figura 18: Niveles de apoptosis en células transfectadas con los siRNAs frente al mRNA de A20 
y al mRNA de las proteínas que interaccionan con ella (TAX1BP1, ABIN1, ITCH y RNF11) e 
infectadas 24 horas más tarde a una MOI de 3 con el VRSH. Las células se recogieron a 48 hpi y 
los niveles de apoptosis se cuantificaron por citometría de flujo. (A) Resultados de un ensayo 
representativo. (B) Cuantificación relativa de los niveles de apoptosis en las células transfectadas 
con los diferentes siRNAs (A20, TAX1BP1, ABIN1, ITCH, RNF11) con respecto a los niveles de 
apoptosis medidos en células transfectadas con un siRNA control. Los datos representan la 
media y desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre 





Los resultados, tanto del silenciamiento como los obtenidos con la línea KO-
1, demuestran la importancia de la proteína A20, así como de algunas de las 
proteínas que interaccionan con ella, en la regulación de la apoptosis durante la 
infección por el VRSH. Sin embargo, los resultados obtenidos con la línea KO-2 no 
concuerdan con los anteriores, probablemente porque en esta línea mutante se ha 
podido compensar de alguna forma la ausencia de A20, como se discutirá más 
adelante. 
2.5. Sobreexpresión de A20 en células A549 infectadas por VRSH 
Tras analizar el efecto de la disminución de la expresión de A20 en la 
infección por el VRSH, nos propusimos realizar los experimentos inversos, es decir, 
aumentar los niveles de expresión de A20 mediante la transfección con plásmidos 





















Figura 19: Niveles de apoptosis en las distintas células infectadas con el VRSH (MOI 3). Las 
células se recogieron a 48 hpi y los niveles de apoptosis se cuantificaron por citometría de flujo. 
(A) Resultados de un ensayo representativo. (B) Cuantificación relativa de los niveles de 
apoptosis en las distintas células infectadas (KO-1, KO-2 y WT) con respecto a los niveles de 
apoptosis medidos en las células A549 parentales infectadas. Los datos representan la media y 
desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre los 




2.5.1. La sobreexpresión de A20 o TAX1BP1 de forma independiente no afecta 
a la respuesta inmune innata ni a la replicación del virus 
Se transfectaron células A549 con plásmidos que expresan A20, TAX1BP1 o 
un plásmido control que no expresa ninguna proteína. Veinticuatro horas después, 
se infectaron las células con el VRSH a una MOI de 3 y los sobrenadantes de cultivo 
y las células se recogieron a 24 y 48 hpi. Los niveles de expresión de cada uno de 
esos genes fueron cuantificados con respecto a las células transfectadas con un 
siRNA control para determinar el nivel de silenciamiento (Anexo I, Figura 3). 
Se analizaron los niveles de expresión de los genes de respuesta inmune 
inflamatoria/antiviral en las células transfectadas (Figura 20A). Al contrario de lo que 
sucede en los ensayos de silenciamiento, en general, no se observaron grandes 
diferencias en los niveles de expresión de los genes IL-6, ISG15, IFN-β, TNF-α 
CCL5, IL-8 e IL-1β en ninguno de los dos tiempos analizados (Figura 20A). 
 
También se analizó la replicación del virus mediante la titulación de los 
sobrenadantes de cultivo recogidos a 24 y 48 hpi. Se observó un ligero descenso en 
los títulos del virus en las células transfectadas con plásmidos específicos de A20 y 
TAX1BP1 a 48 hpi, que no fueron significativos si se comparan con los niveles de 












Figura 20: Sobreexpresión de A20 y TAX1BP1. (A) Niveles de expresión de varios genes de 
respuesta inmune inflamatoria y antiviral en las células transfectadas con los plásmidos de A20 o 
TAX1BP1. Los niveles del mRNA de estos genes se cuantificaron mediante qPCR. Los resultados 
que se muestran son los valores obtenidos con respecto a las células transfectadas con un 
plásmido control. (B) Título viral de los sobrenadantes recogidos a 24 y 48 hpi de las células 
transfectadas con cada plásmido (control, A20 o TAX1BP1) e infectadas con el VRSH. Los datos 
representan la media y desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. Las 





2.5.2. La expresión conjunta de A20, TAX1BP1 y ABIN1 tampoco modifica la 
respuesta inmune innata ni la replicación del VRSH 
Para poder llevar a cabo su función, A20 frecuentemente tiene que 
interaccionar con otras proteínas que modulan su actividad y/o especificidad de 
sustrato (Arguello et al., 2014, Shembade et al., 2008, Shembade et al., 2009). Por 
ello, se decidió sobreexpresar simultáneamente A20, TAX1BP1 y ABIN1. Para ello 
se transfectaron las células A549 con una mezcla de los plásmidos que expresan 
las proteínas que forman el complejo (A20, TAX1BP1 y ABIN1). Veinticuatro horas 
después de la transfección, se infectaron las células con el VRSH a una MOI de 3, y 
se recogieron los sobrenadantes a 24 y 48 hpi. Los niveles de expresión de cada 
uno de los genes fueron cuantificados con respecto a las células control (Anexo I, 
Figura 3). 
Se analizó la expresión génica mediante qPCR para cuantificar el mRNA de 
los genes seleccionados. En general, no se observaron diferencias en los niveles de 
expresión de los genes analizados, ni a 24 ni a 48 hpi (Figura 21A) con respecto a 
las células transfectadas con un plásmido control. Solo TNF-α disminuyó de forma 














Figura 21: Sobre-expresión simultánea de A20 y las proteínas que interaccionan con ella 
(TAX1BP1 y ABIN1). (A) Niveles de expresión de varios genes de respuesta inmune innata y 
antiviral en las células transfectadas con la mezcla de plásmidos (A20, TAX1BP1 y ABIN1). Se 
cuantificaron los niveles del mRNA de estos genes mediante qPCR. Los resultados que se 
muestran son los valores obtenidos con respecto a las células transfectadas con un plásmido 
control. (B) Análisis de la replicación viral mediante la titulación de los sobrenadantes de cultivo 
recogidos a 24 y 48 hpi de las células transfectadas con las mezclas de plásmidos e infectadas 
con el VRSH. Los datos representan la media y desviación estándar de al menos tres ensayos 
independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas por medio de un t-test. * 





También se analizó la replicación viral mediante la titulación de los 
sobrenadantes recogidos a 24 y 48 hpi (Figura 21B). Tampoco en este caso se 
observaron diferencias significativas con respecto a la replicación del virus 
observada en células transfectadas con un plásmido control. 
3. Uso de siRNAs como inhibidores de la replicación del VRSH y 
moduladores de la respuesta inmune innata 
En los últimos años, el empleo de siRNAs como herramienta para tratar 
diversas patologías, tales como cáncer, desórdenes metabólicos y enfermedades 
inflamatorias e infecciosas ha crecido de forma importante (Potaczek et al., 2016, 
Ballarín-González et al., 2013). En las infecciones virales, algunos siRNAs que han 
sido capaces de llegar a fase de ensayo clínico han sido: ALN-RSV01 frente al 
VRSH, NucB1000 frente al virus de la hepatitis B (VHB), SPC3649 frente al virus de 
la hepatitis C (VHC), pHIV7-shl-TAR-CCL5RZ frente a varios genes del VIH y TKM-
Ébola frente al virus del ébola (Bitko and Barik, 2001, Qureshi et al., 2018, 
DeVincenzo, 2012). 
Varios estudios han investigado el efecto de la inhibición de diferentes genes 
del VRSH (NS1, N, P, F y M2-2) por medio de siRNAs en la replicación del virus 
(Zhang et al., 2005, DeVincenzo et al., 2008, Alvarez et al., 2009, DeVincenzo et al., 
2010, Zamora et al., 2011, Malekshahi et al., 2016, Gottlieb et al., 2016, Bitko et al., 
2005, Vig et al., 2009, Chin et al., 2016). Además de la replicación viral, otro objetivo 
importante es controlar los niveles de expresión de los genes de respuesta inmune 
innata para evitar la inmunopatología asociada a las infecciones graves por VRSH 
(Khaitov et al., 2014). 
En nuestro trabajo nos propusimos identificar moléculas que fueran capaces 
de inhibir la replicación del virus y modular la respuesta inmune innata al mismo 
tiempo. Para poder realizar los ensayos, se diseñaron siRNAs biespecíficos capaces 
de inhibir la expresión de genes virales y genes celulares de respuesta inmune 
simultáneamente. Se diseñaron también los correspondientes siRNAs 
monoespecíficos y se comparó el impacto de ambos tipos de siRNAs en la 




3.1. Alineamiento del genoma del VRSH con los genes implicados en la 
señalización intracelular y selección de los siRNAs biespecíficos 
Puesto que tanto la replicación del virus como una la respuesta inflamatoria 
inadecuada parecen contribuir a la severidad de la patología causada por el VRSH, 
nos propusimos diseñar siRNAs capaces de regular ambos procesos al mismo 
tiempo, la expresión de genes virales y la inmunidad innata celular. Para ello se 
llevaron a cabo alineamientos entre el genoma del VRSH (polaridad positiva) y los 
mRNAs de diferentes genes involucrados en la regulación de la respuesta inmune 
intracelular (Figura 5). Como resultado de los alineamientos, se detectaron 
secuencias cortas de entre 12 – 14 nt con una alta homología (más del 80%) entre 
el genoma del virus y algunos genes celulares. Estas secuencias podrían actuar 
como diana para los siRNAs que modulan genes celulares y virales. En base a 
estas secuencias, se diseñaron varios siRNAs para silenciar la combinación de 
genes virales (NS1, N, F, L y la región “tráiler” del virus) y celulares (A20, TAX1BP1, 
CYLD, RIG-I, TRAF3 y TRIM25). Sin embargo, solamente dos siRNAs de todos los 
que se diseñaron fueron capaces de silenciar el gen viral y celular al mismo tiempo, 
uno dirigido frente al mRNA de TRIM25 y el mRNA de la proteína F del virus 
(TRIM25/VRSH-F) y otro dirigido frente al mRNA de RIG-I y el mRNA de la 
nucleoproteína del virus (RIG-I/VRSH-N) (Figura 22 y Tabla 8). 
 
El siRNA TRIM25/VRSH-F, es un siRNA comercial diseñado por Ambion (ID 
# s15204) para silenciar TRIM25 y el cual encontramos que también silenciaba la 
expresión de la proteína F del virus. Este siRNA TRIM25/VRSH-F hibrida 
completamente con los 21 nucleótidos de la secuencia de TRIM25. Con respecto a 









Figura 22: Secuencia de los siRNAs con doble especificidad. Se muestra el apareamiento de 





especialmente con el nucleótido de la posición 1 y los 7 nucleótidos que conforman 
la región semilla necesaria para el reconocimiento del mRNA diana (Figura 22 y 23). 
Por otro lado, el siRNA RIG-I/VRSH-N hibrida casi por completo con la secuencia de 
RIG-I, salvo por un nucleótido en la posición 15 de la región suplementaria, y con 
más del 85% de la secuencia de la nucleoproteína del virus, manteniendo la 
hibridación en la posición 1 y la región semilla (Figura 22 y 23). 
 
Como controles se diseñaron y sintetizaron siRNAs monoespecíficos frente a 
los genes virales F (VRSH-F) y N (VRSH-N), otros dos frente a los genes celulares 
TRIM25 y RIG-I fueron adquiridos comercialmente (Ambion) (Tabla 1). El siRNA 
monoespecífico VRSH-N tiene una secuencia idéntica a la descrita previamente 
como ALN-RSV01 (Alvarez et al., 2009). Todos los siRNAs presentan una longitud 
de 21 nucleótidos, tienen un dinucleótido de DNA en su extremo 3’ (Tabla 8), las 
secuencias frente a las que van dirigidos están dentro de la región codificante del 
mRNA, y silencian los genes correspondientes en más de un 60% a las 48 h post-















Figura 23. Esquema que muestra las características de las diferentes regiones que determinan la 
eficacia de un siRNA. 




Para asegurarnos de que los siRNAs diseñados no tenían ningún efecto 
citotóxico, se realizaron ensayos de viabilidad celular. Para ello, se transfectaron las 
células con los seis siRNAs seleccionados (Tabla 8) y se midió el porcentaje de 
células viables a 0 y 72 h post-transfección mediante un ensayo con MTT (Figura 
24). La tasa de viabilidad celular obtenida a las 0 horas post-transfección (hpt), fue 
similar a la de las células sin tratar (Figura 24). Sin embargo, a 72 hpt se observó un 
ligero descenso en la tasa de viabilidad celular en todas las condiciones con 
respecto a las células sin tratar. Esto puede deberse a la lipofectamina por sí sola, 
puesto que no se observa un aumento en la citotoxicidad al incluir los diferentes 
siRNAs en la mezcla de transfección (Figura 24). 
 
3.2. Los siRNAs dirigidos frente a mRNAs del VRSH inhiben la 
producción de virus 
Las células fueron silenciadas con siRNAs monoespecíficos, con la mezcla 
de ellos y con siRNAs biespecíficos, en tres condiciones de infección/transfección 
diferentes (Figura 25): (i) Transfección de las células con los correspondientes 
siRNAs e infección 24 horas más tarde a una MOI de 3 (siRNA/VRSH MOI 3); (ii) 
Infección de las células a una MOI de 3 y transfección 8 horas más tarde con los 


















Figura 24: Ensayos de citotoxicidad de los diferentes siRNAs. Para el ensayo se transfectaron las 
células con los siRNAs seleccionados y se reveló con MTT a 0 y 72 horas post-transfección. Los 
datos representan la media y desviación standard de cinco ensayos de transfección. Para el 





células a una MOI de 0.1 y transfección 8 horas más tarde con cada uno de los 
siRNAs específicos para cada gen (VRSH MOI 0.1/siRNA). Las tres condiciones 
diferentes nos permitieron analizar tres escenarios distintos de tratamiento frente al 
VRSH: (i) Tratamiento profiláctico frente a la infección; (ii) Tratamiento terapéutico 
en un escenario en el que aproximadamente el 100% de las células están 
infectadas; (iii) Como inhibidor de la replicación y diseminación del virus en el caso 
en el que alrededor del 10% de las células están infectadas. 
En las tres condiciones descritas anteriormente se observó un descenso de la 
replicación viral a 48 hpi en los sobrenadantes de las células transfectadas con los 
siRNAs biespecíficos (TRIM25/VRSH-F y RIG-I/VRSH-N), los siRNA 
monoespecíficos frente al mRNA de la proteína F (VRSH-F) y N (VRSH-N) y la 
mezcla de los siRNAs frente al mRNA de la proteína F y TRIM25 (VRSH-F + 
TRIM25) y la N y RIG-I (VRSH-N + RIG-I) recogidos a 48 hpi (Figura 25). Sin 
embargo, no se observaron diferencias significativas en los títulos de los 
sobrenadantes de las células transfectadas solamente con los siRNAs frente a 
TRIM25 o RIG-I, ni a 24 ni a 48 hpi (Figura 25). 
En cuanto a las condiciones empleadas, el descenso en los niveles de 
replicación del VRSH fue aproximadamente 10 veces mayor cuando la transfección 
con los siRNAs se realizó antes de la infección con el VRSH (siRNA/VRSH MOI 3, 
Figura 25). Es decir, la administración de los siRNAs antes de la infección previene 
su progresión, ya que los títulos virales en estas células no incrementan de 24 a 48 
hpi (Figura 25). Sin embargo, cuando se administran los siRNAs tras la infección 
(VRSH MOI 3/siRNA y VRSH MOI 0.1/siRNA), la replicación del VRSH sí aumenta, 
aunque menos que en los controles, de 24 a 48 hpi. Este aumento es menor en el 
caso de los siRNAs frente a los mRNAs de la proteína F e infecciones a una MOI de 
0.1 (Figura 25). 
Los siRNAs VRSH-F, TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y VRSH-
F (mezcla) tuvieron un efecto similar sobre la producción de virus entre ellos en las 
diferentes condiciones. Por el contrario, los siRNAs VRSH-N y la combinación de 
RIG-I con VRSH-N (mezcla), inhiben la replicación del virus de forma similar, pero 
mayor que el siRNA biespecífico RIG-I/VRSH-N, especialmente cuando son 





3.3. El silenciamiento de la N, pero no el de la F, produce una 
inhibición generalizada de la expresión del RNA y proteínas virales 
Puesto que las mayores diferencias en los niveles de replicación del virus se 
encuentran cuando las células son transfectadas con los diferentes siRNAs, y 






















 siRNA / VRSH MOI 
3 
VRSH MOI 3/siRNA VRSH MOI 0.1/siRNA 
VRSH-F 63.3 4.1 7.1 
TRIM25/VRSH-F 46.8 4.9 5.2 
Mezcla (TRIM25 + VRSH-F) 104.7 3.6 3.8 
VRSH-N 61.7 16.3 6.2 
RIG-I/VRSH-N 4.9 8.8 1.3 
Mezcla (RIG-I + VRSH-N) 79.2 13.2 2.8 
 
Figura 25: Titulación de los sobrenadantes recogidos a 24 y 48 hpi de las células transfectadas 
con los diferentes siRNAs e infectadas con el VRSH. En la parte superior se muestran los 
resultados de las células transfectadas con los siRNAs frente a TRIM25, VRSH-F, 
TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y VRSH-F (Mezcla). En la parte inferior, los 
resultados de las células transfectadas con los siRNAs frente a RIG-I, VRSH-N, RIG-I/VRSH-N y 
la mezcla de RIG-I y VRSH-N (Mezcla). Las células fueron transfectadas antes o después de la 
infección con el VRSH. siRNA/VRSH MOI 3: Células transfectadas e infectadas 24 horas más 
tarde con el VRSH a una MOI de 3. VRSH MOI 3/siRNA: Células infectadas con el VRSH a una 
MOI de 3 y transfectadas 8 horas más tarde. VRSH MOI 0.1/siRNA: Células infectadas con el 
VRSH a una MOI de 0.1 y transfectadas 8 horas más tarde. En la tabla se muestra la media del 
número de veces que baja la replicación viral en las células transfectadas con los siRNAs 
correspondientes a 48 hpi para cada condición. Los datos representan la media y desviación 
estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron 





expresión de algunas proteínas virales para esta condición, cuantificando su mRNA 
por qPCR y analizando la acumulación de proteína por western blot (Figura 26 y 27). 
En el análisis de los títulos virales, apenas se observaron diferencias entre 
las células transfectadas con los siRNAs frente al mRNA de la proteína F y los 
siRNAs frente al mRNA de la N (Figura 25). Sin embargo, al analizar los niveles de 
expresión de las proteínas del virus, sí se observan diferencias entre las células 
transfectadas con unos siRNAs y otros. Los siRNAs dirigidos frente al mRNA de la F 
(VRSH-F, TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y VRSH-F (mezcla)) 
disminuyeron sólo los niveles de expresión de la proteína F tanto a nivel del mRNA 
(Figura 26A) como de la proteína (Figura 27A) a 24 y 48 hpi, pero no los de otras 
proteínas virales. Por el contrario, los siRNAs dirigidos frente al mRNA de la N 
(VRSH-N, RIG-I/VRSH-N y la combinación de RIG-I y VRSH-N (mezcla)) no 
solamente inhiben la expresión de la nucleoproteína del virus, sino que además 
inhiben fuertemente la expresión del resto de las proteínas virales analizadas (N, F, 
NS1, L, G, M y P), tanto a nivel de mRNA como de proteína a 24 y 48 hpi (Figura 
26B y 27B). Al igual que se observó en los niveles de replicación viral, el siRNA 
biespecífico RIG-I/VRSH-N fue menos efectivo que los siRNAs VRSH-N o la 
combinación de RIG-I y VRSH-N (Figura 26B). Como era de esperar, los siRNAs 
frente a TRIM25 y RIG-I no afectaron a los niveles de expresión de las proteínas 












































Figura 26: Niveles de expresión de los mRNAs de las proteínas del virus a 24 y 48 hpi 
cuantificados por qPCR. (A) Resultados de las células transfectadas con los siRNAs frente a 
TRIM25, VRSH-F, TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y VRSH-F (Mezcla). (B) 
Resultados de las células transfectadas con los siRNAs frente a RIG-I, VRSH-N, RIG-I/VRSH-N y 
la mezcla de RIG-I y VRSH-N (Mezcla). En ambos casos se muestran los resultados con respecto 
a las células transfectadas con un siRNA control. Los datos representan la media y desviación 
estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre los grupos fueron 







Figura 27: Niveles de las proteínas del virus (G, F, N y M) en las células transfectadas con los 
diferentes siRNAs e infectadas 24 horas más tarde a una MOI de 3. Las proteínas se extrajeron a 
24 y 48 hpi y se analizaron por medio de western blot con anticuerpos específicos. (A) Células 
transfectadas con los siRNAs TRIM25, VRSH-F, TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y 
VRSH-F (Mezcla). (B) Células transfectadas con los siRNAs RIG-I, VRSH-N, RIG-I/VRSH-N y la 
combinación de RIG-I con VRSH-N (Mezcla). Como control interno, se muestran los niveles de 
actina-β (ACTB). Los resultados se comparan con los niveles de expresión de las mismas 




3.4. Los siRNAs frente a la N reducen drásticamente la respuesta 
inmune innata celular mientras que los siRNAs frente a la F tienen un 
efecto moderado 
La respuesta inmune innata inducida por el VRSH fue analizada en las tres 
condiciones de infección/transfección midiendo los niveles del mRNA de IL-6, 
ISG15, IFN-β, TNF-α y CCL5. En general los siRNAs dirigidos frente al mRNA de la 
proteína F (VRSH-F, TRIM25/VRSH-F y la combinación de TRIM25 y VRSH-F) 
redujeron ligeramente los niveles de expresión de todos los genes analizados a 48 
hpi pero no a 24 hpi, en cualquiera de las 3 condiciones (Figura 28). Sin embargo, el 
descenso de los niveles de expresión de ISG15 no fue significativo al administrar el 
siRNA antes de infectar las células (siRNA/VRSH MOI 3, Figura 28A), o cuando la 
infección se realizó a una MOI de 0.1 antes de la transfección (VRSH 0.1/siRNA, 
Figura 28C). Cuando los siRNAs frente al mRNA de la proteína F son administrados 
antes de la infección (siRNA/VRSH MOI 3), los niveles de expresión de IL-6, IFN-β y 
CCL5 incrementaron significativamente a 24 hpi (Figura 28A). En el caso de las 
transfecciones con el siRNA frente al mRNA de TRIM25 no se observaron grandes 
cambios en los niveles de expresión ni a 24 ni a 48 hpi en ninguna de las tres 
condiciones analizadas (Figura 28). 
Por el contrario, cuando las células se transfectan con los siRNAs frente al 
mRNA de la nucleoproteína del virus (VRSH-N, RIG-I/VRSH-N y la mezcla de RIG-I 
y VRSH-N), se observa un fuerte descenso de la respuesta inmune innata a 48 hpi 
en las tres condiciones analizadas (Figura 28). Cuando los siRNAs son añadidos 
antes de la infección con el VRSH, este descenso en los niveles de la respuesta 
inmune innata también sucede a 24 hpi (Figura 28), aunque cuando los siRNAs son 
añadidos después de la infección, este descenso a 24 hpi solamente sucede para 
algunas citoquinas (Figura 28B y C). Al contrario de lo que ocurre en las células 
transfectadas con el siRNA monoespecífico de TRIM25, en las células silenciadas 
con el siRNA RIG-I, también se observa un descenso significativo en la respuesta 
















































































Figura 28: Niveles de expresión de los genes de respuesta inmune innata en las células 
transfectadas con los diferentes siRNAs. Se realizó la cuantificación del mRNA a 24 y 48 hpi, por 
medio de qPCR, de los genes seleccionados. (A) Células transfectadas con cada siRNA e 
infectadas 24 horas más tarde a una MOI de 3. (B) Células infectadas a una MOI de 3 y 
transfectadas con los correspondientes siRNAs 8 horas más tarde. (C) Células infectadas a una 
MOI de 0.1 y transfectadas 8 horas más tarde con los siRNAs correspondientes. Los resultados 
que se muestran son los valores obtenidos en las células transfectadas con los diferentes 
siRNAs, con respecto a las células transfectadas con un siRNA control. Los datos representan la 
media y desviación estándar de al menos tres ensayos independientes. Las comparaciones entre 


























































En la infección por el VRSH, se ha visto que tanto la replicación del virus 
como una respuesta inflamatoria exacerbada, parecen ser los responsables de la 
severidad de la patología (Graham et al., 2000, Openshaw and Tregoning, 2005, 
Tripp, 2004, Collins and Graham, 2008). Las células epiteliales respiratorias 
constituyen el blanco principal del VRSH y es en ellas donde se inicia la respuesta 
inmune/inflamatoria del huésped. Esta respuesta está regulada principalmente por 
modificaciones post-traduccionales de muchas de las proteínas que intervienen en 
las rutas de señalización inmune intracelular. Entre estas modificaciones, los 
procesos de ubiquitinación/deubiquitinación parecen jugar un papel fundamental (Hu 
and Sun, 2016). Entender cómo se regula este proceso inflamatorio ayudaría a 
evitar sus efectos patológicos y podría aportar información relevante para el 
desarrollo de potenciales dianas terapéuticas con el objetivo de controlar tanto la 
replicación del virus como la inmunopatología asociada a la infección. 
En este trabajo, nos hemos centrado en investigar el papel de diferentes 
ubiquitinasas/deubiquitinasa celulares en la replicación del VRSH y la respuesta 
inmune a la infección. Especialmente, se ha analizado la función de la 
deubiquitinasa TNFAIP3/A20, un regulador negativo de los factores de transcripción 
NF-кB e IRF3/7. El principal hallazgo del estudio es que la inhibición de la expresión 
de A20 mediante siRNAs específicos, o la ausencia de expresión en células KO, da 
lugar a un aumento en la respuesta antiviral/inflamatoria, subida de los niveles de 
apoptosis y un descenso en la producción de virus. En estos procesos parece que 
A20 necesita la cooperación de otras proteínas, como TAX1BP1 y ABIN1, puesto 
que se observaron resultados similares en células con reducida expresión de esas 
proteínas debido al tratamiento con siRNAs específicos. 
En este estudio, también se diseñaron nuevos siRNAs que silenciaban la 
expresión de genes celulares involucrados en la respuesta inmune, genes virales o 
ambos a la vez (siRNAs biespecíficos). Los siRNAs monoespecíficos y también los 
biespecíficos dirigidos contra genes virales redujeron la producción de citoquinas 
proinflamatorias y de virus. Una observación interesante fue que, mientras los 




misma medida, difirieron de forma acusada en su capacidad de inhibir la 
acumulación de RNA y proteínas virales, así como en la atenuación de la respuesta 
antiviral/inflamatoria. 
1. Papel de RIG-I en la respuesta inmune celular a la infección por el 
VRSH 
RIG-I es uno de los principales receptores celulares, que se activan tras la 
infección de virus de RNA, mediante el reconocimiento del RNA viral con extremos 
5’-trifosfato (Sun and Lopez, 2017, Liu et al., 2007). Su actividad está principalmente 
modulada por procesos de ubiquitinación/deubiquitinación en los que participan 
diferentes proteínas con actividad E3 ubiquitin ligasa y deubiquitinasa, tales como 
TRIM25, RNF135 (RIPLET), CYLD, RNF125, etc. (Gack et al., 2007, Hu and Sun, 
2016). Una vez que se activa RIG-I, interacciona con el adaptador mitocondrial 
MAVS (Sun and Lopez, 2017, Schmidt and Varga, 2017) para llevar a cabo la 
transducción de la señal (Kumar et al., 2011). El resultado de esta interacción es la 
activación de dos intermediarios de la ruta, TRAF3 y TRAF6 (Sun and Ley, 2008, 
Gack et al., 2007), que finalmente activan dos factores de transcripción NF-κB e 
IRF3, para inducir la producción de citoquinas proinflamatorias e IFN tipo I (Hu and 
Sun, 2016). 
En trabajos previos, se ha descrito que, en las células epiteliales 
respiratorias, RIG-I es uno de los principales receptores celulares que desencadena 
la respuesta inmune innata frente al VRSH (Sun and Lopez, 2017, Liu et al., 2007). 
Nuestros resultados concuerdan con estos datos, puesto que hemos observado un 
descenso drástico y generalizado de la respuesta inflamatoria/antiviral al silenciar la 
expresión de RIG-I en infecciones por el VRSH (Liu et al., 2007). Además, se 
observó un ligero incremento, aunque estadísticamente significativo, en la 
producción de virus a 24 hpi, el cual podría deberse a los bajos niveles de expresión 
de genes de respuesta inmune antiviral observados tras la inhibición de la expresión 
de RIG-I, puesto que una baja respuesta inmune podría favorecer la replicación del 
virus (Openshaw et al., 2017). Sin embargo, a las 48 hpi, no se observan diferencias 
estadísticamente significativas en el crecimiento del virus en las células silenciadas 
para RIG-I con respecto a las células control, a pesar del descenso en la respuesta 




24 hpi el crecimiento del VRSH en las células A549 todavía está en fase 
exponencial, mientras que a 48 hpi se habría alcanzado la fase de meseta 
(“plateau”). En la fase exponencial se pueden detectar diferencias entre distintas 
condiciones de infección, mientras que eso, normalmente no es posible en la fase 
de “plateau”. 
La señalización desencadenada por RIG-I se divide en dos principales rutas, 
representadas por las dos proteínas adaptadoras, TRAF3 y TRAF6 (Hacker et al., 
2006, Oganesyan et al., 2006) (Figura 5). En los silenciamientos de la expresión de 
estos adaptadores también se observa un ligero descenso en los niveles de 
expresión de genes de respuesta inmune inflamatoria/antiviral, aunque su efecto no 
es tan drástico como en el caso de RIG-I. Este hecho estaría en consonancia con 
que la señal de RIG-I se divide en dos o más rutas a medida que se avanza en la 
cascada de señalización (Figura 5). Además, la falta de TRAF3 o TRAF6 puede 
estar compensada, en cierta medida, por otros miembros de la familia TRAF (Zeng 
et al., 2009, Liu et al., 2013, Hu and Sun, 2016). 
1.1. Regulación de RIG-I por ubiquitinasas y deubiquitinasas 
El receptor RIG-I está principalmente regulado por procesos de 
ubiquitinación/deubiquitinación, por lo que se analizó el impacto de cuatro 
moduladores del receptor con actividad E3 ubiquitin ligasa (TRIM25, RNF135 
(RIPLET) y RNF125) o deubiquitinasa (CYLD) (Xu et al., 2018). 
De acuerdo con su papel como activador de RIG-I, el silenciamiento de 
RNF135 (RIPLET) dio lugar a un descenso en los niveles de respuesta 
inflamatoria/antiviral, sobre todo a 48 hpi. Sin embargo, en el caso del silenciamiento 
de la expresión de TRIM25, también un activador de RIG-I, no se observaron 
diferencias en la respuesta inmune. Recientemente, se ha descrito que la actividad 
de TRIM25 parece jugar un doble papel en la activación de RIG-I, actuando como 
regulador positivo y negativo. En su papel como proteína activadora, TRIM25 
ubiquitina vía K63 la lisina de la posición 172 (K172) del segundo dominio CARD de 
RIG-I, favoreciendo su actividad e interacción con MAVS (Gack et al., 2007, Martin-
Vicente et al., 2017). Por el contrario, en su calidad de proteína inhibidora, TRIM25 
puede actuar (i) ubiquitinando vía K48 el adaptador mitocondrial MAVS, para ser 




(Castanier et al., 2012, Karbowski and Youle, 2011), o (ii) puede unirse a la proteína 
FAT10, para estabilizarla y favorecer la acumulación en el citoplasma del complejo 
formado por RIG-I y FAT-10, impidiendo la interacción de RIG-I con MAVS (Nguyen 
et al., 2016). Por tanto, al silenciar la expresión de TRIM25, la activación de RIG-I 
estaría disminuida, pero se evitaría la degradación de MAVS y la acumulación del 
complejo FAT-10/RIG-I en el citoplasma. En definitiva, el efecto del papel de 
TRIM25 como modulador positivo estaría compensado por el efecto de su papel 
como modulador negativo, haciendo que no se aprecien diferencias en la respuesta 
inmune inflamatoria/antiviral de las células silenciadas para TRIM25 en comparación 
con las células silenciadas con un siRNA control. Además, también se ha descrito 
recientemente que TRIM25 y RNF135 (RIPLET) no tienen el mismo efecto activador 
sobre RIG-I en infecciones por el virus de la influenza, siendo RNF135 (RIPLET), 
pero no TRIM25, necesario para la activación de IRF3 y la inducción de IFN tipo I 
(Hayman et al., 2019). Por tanto, un mecanismo similar podría estar operando en las 
infecciones por el VRSH. 
En cuanto a las proteínas que inhiben la actividad de RIG-I (RNF125 y 
CYLD), en las células silenciadas para RNF125 no se observan grandes diferencias 
con respecto a las células silenciadas con un siRNA control. Es posible que la 
ausencia de RNF125 esté compensada por otras proteínas con actividad E3 ligasa, 
como puede ser el caso de RNF122 (Wang et al., 2016). Al silenciar la expresión de 
CYLD, se esperaría un incremento en los niveles de respuesta inflamatoria/antiviral, 
lo que solo sucede a 24 hpi para IFN-β y TNF-α, este último sin llegar a ser 
significativo. Sin embargo, se observa un descenso en la replicación del virus, 
aunque solo es significativo a 48 hpi. Ambos resultados no coinciden con el papel 
esperado de CYLD en la regulación de RIG-I. Varios estudios han mostrado la 
implicación de CYLD en la proliferación celular y la formación de microtúbulos 
(Stegmeier et al., 2007, Liu et al., 2012, Gao et al., 2008). Por tanto, el 
silenciamiento de CYLD podría estar reduciendo la división de las células infectadas 
y, como consecuencia, la producción del virus. Además, los microtúbulos y 
filamentos de actina del citoesqueleto son esenciales para el ensamblaje y 
maduración del VRSH (Zhang et al., 2002). Esto explicaría el descenso en el título 
viral, el cual, a su vez, provocaría un descenso en la respuesta inmune (Martín-





2. Modulación de la respuesta inmune y la replicación del VRSH por A20 
El papel de A20 como regulador negativo en la señalización desencadenada 
por RIG-I, así como en procesos de apoptosis, inflamación o enfermedades 
autoinmunes, ha sido ampliamente descrito (Shao et al., 2013, Shi and Kehrl, 2010, 
Lin et al., 2006, Saitoh et al., 2005). Puesto que, en la infección por el VRSH, la 
activación de la respuesta inflamatoria/antiviral en las células epiteliales infectadas 
depende en gran medida de la activación del receptor RIG-I, con la subsecuente 
activación de los factores de transcripción NF-кB e IRF3/7 (Liu et al., 2007, Shao et 
al., 2013, Shi and Kehrl, 2010, Lin et al., 2006, Saitoh et al., 2005), nos propusimos 
investigar si A20 regulaba de alguna forma la respuesta celular durante la infección 
por el VRSH. Nuestros resultados demuestran que, efectivamente, A20 está 
involucrada en la regulación de la respuesta inmune celular, la apoptosis y la 
replicación del virus en células epiteliales infectadas por el VRSH. Así, observamos 
un incremento en los niveles de expresión de varios genes de respuesta inmune 
innata a 24 hpi en las células silenciadas con un siRNA frente a A20. También se 
observó un incremento en los niveles de apoptosis y un descenso en el crecimiento 
del virus en estas mismas células a 48 hpi. Resultados similares se obtuvieron en 
células tratadas con un siRNA frente a TAX1BP1 o ABIN1, indicando que estas 
proteínas estarían cooperando con A20 en estos procesos, tal y como se ha descrito 
en otros escenarios (Catrysse et al., 2014, Shembade and Harhaj, 2012, Harhaj and 
Dixit, 2011). Sin embargo, los silenciamientos de ITCH y RNF11 mostraron 
resultados distintos. En las células silenciadas para RNF11, no se observaron 
diferencias en cuanto a los niveles de respuesta inmune, apoptosis o replicación del 
virus, con respecto a las células silenciadas con un siRNA control. Estos resultados 
indican que RNF11 no interacciona con A20 para llevar a cabo la regulación de las 
rutas de señalización inducidas en las células infectadas por el VRSH, a pesar de 
que sí parece formar un complejo junto a A20, TAX1BP1 e ITCH para inhibir la 
activación de NF-кB inducida por lipopolisacáridos y TNF-α (Shembade et al., 2009, 
Shembade et al., 2008). En el caso del silenciamiento de ITCH, los resultados son 
más difíciles de interpretar, ya que el impacto sobre la respuesta 
inflamatoria/antiviral en la infección por VRSH fue menor que en el caso de las 




replicación del VRSH o el efecto sobre los niveles de apoptosis fueron similares a 
los observados al silenciar A20, TAX1BP1 o ABIN1. En línea con estos datos, se ha 
descrito que TAX1BP1 interacciona junto a ITCH para ubiquitinar MAVS vía K48 y 
promover su degradación por el proteasoma, lo que reduce la apoptosis celular 
inducida por el virus de la estomatitis vesicular o el virus Sendai (Choi et al., 2017). 
En la infección por el VRSH podría estar ocurriendo algo similar, lo que explicaría el 
aumento en los niveles de apoptosis detectados en las células silenciadas para 
ITCH. A su vez, el aumento de apoptosis podría explicar, al menos en parte, el 
descenso de la replicación del VRSH observada en nuestro estudio. 
Para confirmar el papel de A20 en la señalización desencadenada por el 
VRSH, se llevaron a cabo ensayos similares en líneas celulares KO para A20. En 
general, los resultados obtenidos confirmaron los resultados de los silenciamientos. 
Así, se observó un incremento en los niveles de expresión de los genes de 
respuesta inmune inflamatoria y antiviral, un incremento en los niveles de apoptosis 
y un descenso en la replicación del virus en estas células deficientes en A20. Sin 
embargo, las dos líneas celulares KO difieren significativamente entre ellas en la 
respuesta inmune innata tras la infección con el VRSH, así como con las células 
parentales silenciadas para A20. Estas diferencias podrían deberse a que las líneas 
celulares KO tienen un origen clonal y podrían haber sufrido cambios epigenéticos 
durante su expansión tendentes a compensar, al menos en parte, la ausencia de 
A20. Además, hay que tener en cuenta que las líneas celulares establecidas como 
A549 no son poblaciones celulares completamente homogéneas, por lo que en el 
proceso de clonación se podrían haber seleccionado células con fenotipos, o incluso 
genotipos, ligeramente diferentes. 
La inhibición de la expresión de A20, TAX1BP1 o ABIN1 aumenta la 
respuesta inflamatoria/antiviral frente a la infección por el VRSH a 24 hpi, pero no a 
48 hpi. Existen al menos dos posibles explicaciones para este resultado: (i) Aunque 
A20 regula de forma negativa la ruta canónica de NF-кB, se ha descrito que ésta 
proteína también activa la ruta no canónica mediante un mecanismo no catalítico 
(Yamaguchi et al., 2013). La ruta no canónica se activa en células infectadas por el 
VRSH (Choudhary et al., 2005), y nosotros también hemos visto que varios genes 
involucrados en esta ruta, incluidos NFKB2, RELB y NIK, se sobreexpresan a 




activación de la ruta canónica en las células silenciadas se vea compensada por la 
inhibición de la ruta no canónica. Sin embargo, no se ha demostrado si la activación 
de la ruta no canónica por A20 requiere de la cooperación de TAX1BP1 y ABIN1. 
Para añadir complejidad al tema, además de las rutas canónica y no canónica, 
existe una ruta que conecta ambas y que opera en las células infectadas por el 
VRSH después de RIG-I, dando lugar a la activación del complejo NIK-IKKα y la 
liberación de RelA (Liu et al., 2008). (ii) La inhibición de la expresión de A20, 
TAX1BP1 y ABIN1 disminuye los niveles de la replicación del virus a tiempos tardíos 
post-infección, y esto podría haber contribuido a reducir la respuesta inmune 
intracelular a este tiempo. Se ha visto que la inhibición de la replicación del VRSH 
disminuye la respuesta inflamatoria/antiviral en células infectadas (Martín-Vicente et 
al., 2019), como se discutirá más adelante. 
Para confirmar los resultados obtenidos en las líneas celulares KO y en los 
ensayos de silenciamiento con siRNAs, se llevaron a cabo ensayos de 
sobreexpresión en células infectadas con el VRSH. Aunque se transfectaron las 
células con los plásmidos que expresan A20 o TAX1BP1 por separado o de forma 
conjunta, no observamos diferencias en los niveles de expresión de genes de 
respuesta inmune, ni en los niveles de replicación viral con respecto a las células 
transfectadas con un plásmido control e infectadas con el VRSH. Los resultados de 
sobreexpresión son más complejos de llevar a cabo que los ensayos de 
silenciamiento mediante siRNAs, especialmente cuando varios genes tienen que 
expresarse en una única célula para reconstruir la funcionalidad de un complejo 
proteico. Además, puesto que A20 puede interaccionar con distintas proteínas para 
llevar a cabo diferentes funciones (Shembade et al., 2007, Shembade et al., 2008, 
Shembade et al., 2009, Wagner et al., 2008), otras proteínas todavía no 
identificadas, además de A20, TAX1BP1 o ABIN1, podrían formar parte del 
complejo necesario para la regulación intracelular de la respuesta inmune innata 
frente al VRSH. 
En el trabajo se muestra cómo la expresión de A20 se induce a tiempos 
tardíos post-infección en las células infectadas por el VRSH. Esto concuerda con la 
idea de que uno de los principales papeles de A20 es contribuir a la terminación de 
la respuesta inmune para evitar así el daño tisular que podría causar dicha 




también podría ser beneficioso para el virus. Así, una observación interesante de 
nuestro estudio es que la producción de virus se redujo a 48 hpi en las células 
tratadas con siRNAs frente a A20, TAX1BP1 y ABIN1, así como en las células KO 
para A20. Esto puede ser debido al aumento de la respuesta antiviral observado en 
esas células. En línea con esto, ha sido descrito que A20 promueve la replicación 
del virus Influenza al suprimir la respuesta antiviral de las células infectadas (Feng et 
al., 2017). De forma similar, también se ha demostrado que A20 promueve la 
replicación de CMV y VHC (Lee et al., 2019, Song et al., 2016, Gu et al., 2014). 
Además, el incremento en la apoptosis observado tanto en las células silenciadas, 
como en las líneas celulares KO, también podría haber contribuido a reducir la 
producción de virus. La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada 
que restringe el crecimiento microbiano (Lamkanfi and Dixit, 2010). De acuerdo con 
esto, se ha descrito que la inhibición de la apoptosis promueve la replicación del 
VRSH (Bitko et al., 2007, Li et al., 2018). Por lo tanto, la expresión de A20 en las 
células infectadas por el VRSH podría facilitar la replicación del virus y su 
persistencia al disminuir la respuesta antiviral y la apoptosis (Lim et al., 2018). 
3. Empleo de siRNAs como moléculas para modular la respuesta 
inmune innata y la replicación viral 
Actualmente no hay ninguna vacuna aprobada o tratamiento terapéutico 
efectivo frente al VRSH, aunque se están haciendo grandes esfuerzos en ambos 
campos. Tanto la replicación viral, como una respuesta inmune inadecuada, 
perecen influir en el desarrollo de las patologías más graves asociadas a la infección 
por el VRSH, tales como la bronquiolitis o neumonía (Collins and Graham, 2008). 
Por tanto, actuar frente a estos dos aspectos de la infección podría facilitar el 
aclaramiento del virus y atenuar los síntomas de la enfermedad. 
En la búsqueda de nuevos tratamientos frente al VRSH, se ha explorado la 
idea de inhibir la replicación del virus y la respuesta inmune innata mediante el 
empleo de diferentes siRNAs dirigidos contra proteínas celulares y/o virales. En un 
estudio pionero, Khaitov et al. demostraron que la administración combinada de 
siRNAs frente al VRSH e IL-4 reducía la inflamación en un modelo de exacerbación 
del asma, en el que los ratones se sensibilizaron con ovoalbúmina antes de 




células epiteliales respiratorias, que son las principales dianas de la infección viral, y 
donde se inicia la respuesta inmune. Estas células secretan citoquinas 
proinflamatorias y quimioquinas que promueven la inflamación del tejido infectado y 
contribuyen a la inducción de la posterior respuesta inmune adaptativa. Por tanto, en 
la misma célula epitelial respiratoria se pueden modular la replicación viral y la 
respuesta inmune innata temprana al mismo tiempo. Para ello se utilizaron siRNAs 
que silenciaban la expresión de genes celulares implicados en las rutas de 
señalización inmune intracelular inducidas por el VRSH por un lado, o siRNAs frente 
a genes virales por otro. Además, se diseñaron siRNAs biespecíficos que 
silenciaban la expresión de ambos genes a la vez, celulares y virales. Para el diseño 
se los siRNAs biespecíficos, se alinearon las secuencias de los mRNAs de algunas 
de esas proteínas celulares con el genoma del VRSH (en polaridad positiva). Este 
alineamiento mostró que había pequeños segmentos altamente conservados entre 
ellos, que podrían ser diana de siRNAs biespecíficos. Aunque se diseñaron varios 
siRNAs biespecíficos, finalmente sólo funcionaron dos: uno que silenciaba a la vez 
TRIM25 y la proteína F del virus (TRIM25/VRSH-F) y otro que silenciaba RIG-I y la 
nucleoproteína del virus (RIG-I/VRSH-N). 
Los siRNAs biespecíficos, y la combinación de los correspondientes siRNAs 
monoespecíficos frente a genes virales y celulares, redujeron la producción de virus 
y la respuesta inflamatoria/antiviral en las células infectadas. Sin embargo, 
encontramos que también los siRNAs monoespecíficos frente a los genes virales 
redujeron la respuesta innata intracelular, además de la replicación del virus. No 
obstante, este efecto sobre la respuesta inmune fue diferente según el gen viral 
silenciado. Estas diferencias podrían estar relacionadas con el papel de las 
correspondientes proteínas virales en el ciclo de replicación viral, como ha sido 
sugerido por Bitko y Barik (Bitko and Barik, 2001). Así, la inhibición de la expresión 
de la proteína N, involucrada en los procesos de replicación/transcripción del virus, 
redujo la replicación viral y, por tanto, la cantidad total de RNAs virales. Puesto que 
los RNAs actúan como principales dianas de los PRRs (Gurtler and Bowie, 2013), el 
silenciamiento de la N resultó en una drástica reducción de la respuesta inmune 
innata celular. Por el contrario, el silenciamiento de la proteína F del virus, la cual no 
está involucrada en la replicación/transcripción, no dio lugar a un descenso 




PRRs continuó produciéndose. Estos resultados indican que la inhibición de 
distintos genes del VRSH permitiría generar una respuesta inflamatoria y antiviral 
diferente sin comprometer la reducción de los títulos virales. Nuestros resultados 
están en línea con los resultados de un artículo publicado recientemente, en el cual 
la respuesta de interferón inducida por el VRSH en células epiteliales se pudo 
modular mediante el tratamiento con diferentes moléculas inhibidoras de la 
polimerasa viral (L) (McCutcheon et al., 2016). Así, la administración de uno de 
estos inhibidores dio lugar a un aumento en la producción de RNAs virales 
abortivos, lo que aumentó la expresión de genes estimulados por interferón (ISG), 
pero disminuyó la producción de partículas infectivas del virus. Por el contrario, otro 
inhibidor resultó en la supresión de la síntesis de RNA viral, lo que dio lugar a la 
atenuación de la respuesta inmune mediada por RIG-I (McCutcheon et al., 2016). 
La respuesta inmune frente al VRSH es compleja y algunos factores virales y 
del hospedador se han relacionado con la inmunopatología del VRSH (Collins and 
Graham, 2008). La inmunidad frente al VRSH incluye anticuerpos neutralizantes 
principalmente frente a la proteína F (Collins, 2013). Sin embargo, no está claro si 
una potente respuesta inmune innata temprana es beneficiosa o no para prevenir la 
infección grave por el VRSH (Piedra et al., 2017). Asimismo, es probable que 
algunos aspectos de la respuesta inmune sean beneficiosos, y otros no, lo que 
puede depender además del paciente. Por tanto, aunque nosotros nos hemos 
centrado en reducir la respuesta inmune temprana frente al VRSH, es posible que, 
en algunos casos, una fuerte respuesta inmune sea necesaria para aclarar el virus. 
En este caso, sería adecuado que el silenciamiento de genes virales no redujese 
significativamente esta respuesta inmune, y que además se mantuviesen altos 
niveles de expresión de las glicoproteínas virales F y G, principales dianas de los 
anticuerpos neutralizantes. Como se muestra en el trabajo, el silenciamiento de la 
expresión de la proteína N redujo drásticamente la respuesta inmune innata y 
también los niveles de expresión de las proteínas F y G. Por el contrario, el 
silenciamiento de la F tuvo un moderado efecto sobre la respuesta inmune innata 
pero redujo fuertemente la expresión de la proteína F, principal diana de los 
anticuerpos neutralizantes. Los estudios previos que han utilizado siRNAs frente al 
VRSH se han centrado en las proteínas implicadas en replicación y transcripción (N, 




Bitko et al., 2005, Chin et al., 2016), o la proteína F (Malekshahi et al., 2016, Vig et 
al., 2009). En todos los casos, se ha informado que los títulos virales disminuyen 
substancialmente. Sin embargo, en la mayoría de los trabajos no ha sido evaluado 
su efecto sobre la respuesta inmune, lo cual impide una comparación directa con 
nuestros resultados. En cualquier caso, sería interesante silenciar otros genes 
virales que no estuviesen implicados en la replicación/transcripción o en la inducción 
de anticuerpos neutralizantes, como la proteína de la matriz (M). El silenciamiento 
de la M podría permitir, tanto la replicación/transcripción del virus, como la inducción 
de anticuerpos neutralizantes. Una ventaja adicional de la proteína M del virus es 
que es una de las proteínas más conservadas (Tan et al., 2013), por lo que sería 
más fácil diseñar un siRNA efectivo frente a la mayoría de los aislados virales. Otra 
aproximación podría ser silenciar la expresión de las proteínas no estructurales del 
virus que antagonizan la respuesta a IFN del hospedador. Por ejemplo, ha sido 
descrito que un siRNA frente al gen NS1 del VRSH redujo los niveles de replicación 
del virus en células A549 y en ratones, mientras que aumentó la expresión de IFN-β 
(Zhang et al., 2005). Sin embargo, en este caso la reducción en la producción de 
virus podría ser debida al aumento de la respuesta inmune innata más que al 
silenciamiento directo del RNA viral (Zhang et al., 2005). 
Los siRNAs presentan varias ventajas como potenciales tratamientos frente a 
diferentes patógenos y enfermedades (Potaczek et al., 2016, Ballarín-González et 
al., 2013). Son baratos, fáciles de producir, pueden ser liofilizados para aumentar su 
estabilidad, y son altamente específicos. Una ventaja adicional, en el caso de virus 
respiratorios, es que pueden administrarse de forma local en el tracto respiratorio. 
Además, pueden aplicarse fácilmente como combinaciones de siRNAs contra 
diferentes regiones del mismo o diferente gen viral. Esto aumentaría la eficacia del 
tratamiento y extendería el espectro de genotipos susceptibles, a la vez que limitaría 
la emergencia de variantes resistentes al tratamiento (Barik and Lu, 2015). 
Asimismo, los siRNAs pueden ser fácilmente diseñados contra casi cualquier gen 
viral o celular. Esto ofrece un amplio abanico de alternativas para tratar infecciones 
virales, o de otro tipo, a la vez que permitiría modular de forma fina la respuesta 
inmune innata asociada. 
A pesar de las numerosas ventajas de emplear siRNAs como tratamiento, los 




cuenta. Los ensayos de toxicidad de los siRNAs empleados en este estudio 
excluyeron un efecto sustancial sobre la viabilidad celular. Además, estos siRNAs 
no parecen inducir una respuesta de interferón significativa que dé lugar a una 
inhibición generalizada de la traducción puesto que: (i) En el caso de las células 
transfectadas con los siRNAs control, TRIM25 y RIG-I, los niveles de las proteínas 
virales incrementan de 24 a 48 hpi. (ii) Los siRNAs VRSH-F y TRIM25/VRSH-F 
solamente inhibieron los niveles de expresión de la proteína F, pero no la 
acumulación de otras proteínas virales. (iii) La actividad antiviral de VRSH-N no 
parece estar implicada en la respuesta mediada por IFN (Alvarez et al., 2009). Sin 
embargo, es difícil descartar completamente cualquier efecto “off-target” de los 
siRNAs sobre los genes celulares, puesto que la hebra guía del siRNA podría 
silenciar mRNAs celulares no deseados por un mecanismo similar al de los 
microRNAs, en el cual solamente se requiere una complementariedad parcial que 
principalmente está mediada por la región semilla (nucleótidos 2 – 8, Figura 22) 
(Kamola et al., 2015). 
Debido a que las rutas intracelulares que dan lugar a la respuesta inmune 
antiviral están finamente moduladas, tanto por reguladores positivos como 
negativos, uno puede imaginarse diferentes combinaciones de siRNAs frente a 
genes virales o celulares para inhibir el crecimiento del virus y reducir o potenciar la 
respuesta inmune inflamatoria y antiviral, según sea necesario. Sin embargo, esta 
versatilidad probablemente requerirá del uso de combinaciones de siRNAs contra 
genes virales y celulares, más que siRNAs biespecíficos, puesto que estos últimos 
están restringidos por la existencia de secuencias conservadas entre ambos tipos 
de genes. 
Finalmente, hemos comprobado que los siRNAs frente al VRSH son muy 
efectivos cuando son administrados antes de la infección (Zhang et al., 2005, 
Alvarez et al., 2009, Bitko et al., 2005), pero también funcionan cuando se 
administran después de la infección, lo cual sugiere que podrían ser empleados 















































1. The RIG-I receptor plays a key role in the induction of the 
inflammatory/antiviral gene expression in A549 cells infected by HRSV.  
2. HRSV induces the expression of high levels of A20, a master negative 
regulator of inflammation, at late times post-infection. 
3.  Downregulation of A20 or A20-interacting proteins (TAX1BP1 and ABIN1) by 
specific siRNAs enhances intracellular immune response and decreases HRSV virus 
production.  
4. The antiviral/inflammatory response and infection-related signaling pathways 
are upregulated in A20 knockout cells, while HRSV production is impaired. 
5. Downregulation of A20 or A20-interacting proteins increase cell apoptosis in 
HRSV-infected cells. 
6. Small interfering RNAs targeting viral fusion (F) mRNA or nucleoprotein (N) 
mRNA inhibit virus growth to a similar extent. However, silencing N, but not F, leads 
to a generalized inhibition of HRSV RNA and proteins. Furthermore, targeting HRSV 
N with siRNAs reduces the cellular immune response drastically while HRSV F 
silencing has only a moderate effect. 
7. The alignment of the HRSV genome with innate immune genes allows the 
design of bispecific siRNAs that silence cellular and viral genes at the same time. 
These siRNAs reduce both HRSV replication and the associated early innate 











1. El receptor RIG-I juega un papel clave en la inducción de la expresión de 
genes de respuesta inflamatoria/antiviral en células A549 infectadas por el VRSH. 
2. El VRSH induce altos niveles de A20, un regulador negativo de la 
inflamación, a tiempos tardíos post-infección. 
3. El silenciamiento de A20 o de las proteínas que interaccionan con ella 
(TAX1BP1 y ABIN1), por medio de siRNAs, aumenta la respuesta inmune 
intracelular y disminuye la producción del VRSH. 
4. La respuesta inflamatoria/antiviral y las rutas de señalización relacionadas 
con infección aumentan en las líneas celulares KO para A20, mientras que la 
producción de virus disminuye.  
5. El silenciamiento de A20 o de las proteínas que interaccionan con ella 
incrementan los niveles de apoptosis en las células infectadas por el VRSH. 
6. Los siRNAs dirigidos frente al mRNA de la proteína de fusión (F) del virus o 
frente al mRNA de la nucleoproteína (N) inhiben la producción de virus de forma 
similar. Sin embargo, el silenciamiento de la N, pero no de la F, produce una 
inhibición generalizada de la expresión del RNA y proteínas del VRSH. Además, el 
silenciamiento de la N reduce drásticamente la respuesta inmune celular mientras 
que el silenciamiento de la F solamente tiene un efecto moderado. 
7. El alineamiento del genoma del VRSH con los genes de respuesta inmune 
innata permite el diseño de siRNAs biespecíficos que silencian genes virales y 
celulares al mismo tiempo. Estos siRNAs reducen ambos, la replicación del VRSH y 
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Figura 1: Silenciamiento de diversos genes relacionados con la señalización inducida por RIG-I. 
Niveles de expresión de diferentes genes silenciados por medio de siRNAs específicos para cada 
caso, a 48 horas post-transfección, en comparación con los datos obtenidos en células 
transfectadas con un siRNA control. De izquierda a derecha: Silenciamiento de la expresión de 
RIG-I, silenciamiento de la expresión de los adaptadores de la ruta de señalización TRAF3, 
TRAF6 y RIPK2, silenciamiento de varias de las proteínas reguladoras de la actividad de RIG-I 
(TRIM25, RNF35 (RIPLET), RNF125 y CYLD). Los datos muestran la media y desviación 














Figura 2: Silenciamiento de la 
expresión de A20 y de las proteínas 
que interaccionan con ella. Niveles 
de expresión de A20, TAX1BP1, 
ABIN1, ITCH y RNF11 en células 
silenciadas con los correspondientes 
siRNAs a 48 horas post-transfección, 
con respecto a los datos obtenidos 
de células transfectadas con un 
siRNA control. Los datos muestran la 
media y desviación estándar de al 








Figura 3: Niveles de expresión de A20, TAX1BP1 o ABIN1 en células transfectadas con los 
plásmidos correspondientes. La tabla de la izquierda muestra los datos obtenidos en las 
transfecciones simples con un plásmido específico para A20 o para TAX1BP1. La tabla de la 
derecha muestra los datos obtenidos de la transfección con la mezcla de los tres plásmidos 
indicados (A20, TAX1BP1 y ABIN1). En las tablas se muestran la media y desviación estándar de 































Figura 4: Silenciamiento de la expresión de los genes celulares y virales diana de los siRNAs 
biespecíficos. En la parte superior se muestran los niveles de expresión de TRIM25 y la proteína 
F del VRSH, y en la parte inferior los niveles de expresión correspondientes a RIG-I y la 
nucleoproteína (N) del virus en células silenciadas con los siRNAs indicados entre paréntesis. Los 
niveles de mRNA fueron cuantificados por qPCR a 48 horas post-transdección, con respecto a los 
valores obtenidos en células transfectadas con un siRNA control. Los datos muestran la media y 
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TRIM25 is an E3 ubiquitin ligase enzyme that is involved in various cellular processes, 
including regulation of the innate immune response against viruses. TRIM25-mediated 
ubiquitination of the cytosolic pattern recognition receptor RIG-I is an essential step for 
initiation of the intracellular antiviral response and has been thoroughly documented. In 
recent years, however, additional roles of TRIM25 in early innate immunity are emerging, 
including negative regulation of RIG-I, activation of the melanoma differentiation- 
associated protein 5–mitochondrial antiviral signaling protein–TRAF6 antiviral axis and 
modulation of p53 levels and activity. In addition, the ability of TRIM25 to bind RNA may 
uncover new mechanisms by which this molecule regulates intracellular signaling and/
or RNA virus replication.
Keywords: TRiM25, innate immunity, ubiquitination, virus, e3 ubiquitin ligase
iNTRODUCTiON
The innate immune response is the first line of defense against invading pathogens. At the cel-
lular level, this response is stimulated by several cellular “pattern recognition receptors” (PRRs) 
that recognize microbial-specific molecules termed “pathogen-associated molecular patterns” 
(PAMPs). Bacterial PAMPs include lipopolysaccharide (LPS), flagellin, peptidoglycan, and cyclic 
dinucleotides, among others. Although viral proteins are able to stimulate specific PRRs, the main 
viral PAMPs are nucleic acids, including double-stranded RNA (dsRNA), uncapped single-stranded 
RNA, and viral DNA (1–3). Two main groups of PRRs that recognize virus-derived nucleic acids 
have been described according to their location: (1) membrane-spanning toll-like receptors (TLRs), 
which detect viral RNA or DNA in endosomes and (2) cytoplasmic sensors, including RIG-I-like 
receptors (RLRs), NOD-like receptors (NLRs), which recognize cytoplasmic viral RNA, and a 
group of structurally unrelated intracellular viral DNA sensors (1) (Figure 1). Binding of PAMPs to 
PRRs leads to the activation of intracellular signaling pathways that produce type I interferons and 
inflammatory cytokines (4). These pathways converge at the level of several kinases of the inhibitor 
of nuclear factor kappa-B [Ikβ] kinase (IKK) family: the canonical complex composed of IKKα, 
IKKβ and the regulatory subunit IKKγ/NEMO, and the non-canonical IKKε and TANK-binding 
kinase-1 (TBK1) (Figure 1). The IKKα/β/γcomplex activates nuclear factor kappa B (NF-κB), while 
TBK1/IKKε activates IFN-regulatory factors 3 and 7 (IRF3/7) (5, 6). In addition, PRRs trigger 
phosphorylation of several mitogen-activated protein kinases (MAPK), which leads to activation 
of activator protein-1 (AP-1). Upon translocation into the nucleus, the transcription factors NF-κB, 
IRF3/7, and AP-1 induce the expression of IFNs and other cytokines and antiviral molecules (7) 
FigURe 1 | Main pathways of antiviral innate immunity. After recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by pattern recognition receptors 
(PRRs) [cGAS, RIG-I-like receptors (RLRs), toll-like receptors (TLRs), NOD-like receptors (NLRs)], the signal is propagated through adaptor proteins (STING, MAVS, 
MyD88, TRIF) to members of the TRAF ubiquitin E3 ligase family (TRAF3/6) and to kinase complexes (IKKα/β/γ, TBK1/IKKε, TAK1/TAB 1/2/3, MAPKs), which trigger 
the activation of IRF3/7, NF-κB and AP-1 transcription factors and the expression of IFN-I, proinflammatory cytokines, and other antiviral genes. The activity or 
stability of most of these proteins is regulated by ubiquitination/deubiquitination processes.
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(Figure  1). These molecules not only inhibit viral replication, 
assembly, and spread but also play a crucial role in activating the 
adaptive immune response (8).
The innate immune response is crucial for limiting viral infec-
tions, but it has to be tightly regulated to avoid immune-mediated 
tissue damage, excessive inflammation, and auto-immunity 
(9–11). In this regard, the complex interactions between mol-
ecules of intracellular signaling networks leading to the antiviral 
response are regulated by various mechanisms, of which post-
translational protein modification is one of the most relevant. 
It has been known for a long time that phosphorylation plays a 
crucial role in the regulation of such networks but, in recent years, 
reversible conjugation to ubiquitin and ubiquitin-like proteins 
has emerged as an additional and central mechanism regulating 
intracellular signaling (12–16).
UBiQUiTiNATiON/DeUBiQUiTiNATiON 
PROCeSSeS ADJUST THe iNNATe 
iMMUNe ReSPONSe
Ubiquitin is a 76 amino acid (8.5  kDa) protein that can be 
covalently ligated to lysine residues of a target protein through 
its conserved C-terminal di-glycine motif (17). Ubiquitination 
is a three-step enzymatic process involving three enzymes 
with distinct functions: E1 activating, E2 conjugating, and 
FigURe 2 | Ubiquitination/deubiquitination regulates intracellular immune pathways. (A) Ubiquitination is a three-step enzymatic process by which ubiquitin is 
covalently attached to target proteins, including ubiquitin itself. This process is reversed by deubiquitinases (DUBs). The activity of several molecules (p65, RIG-I, 
TRAF3/6, NEMO, IRF3/7, etc.) participating in intracellular immune signaling pathways is regulated by ubiquitination/deubiquitination modifications. E1, ubiquitin 
activating enzyme; E2, ubiquitin conjugating enzyme; E3, ubiquitin ligase. (B) Ubiquitin linkage types and their functional roles. Different ubiquitin linkages led to 
different conformations of ubiquitin chains that are recognized by proteins containing ubiquitin-binding domains. (C) Schematic representation of a tripartite motif 
(TRIM) molecule, including the conserved N-terminal TRIM [really interesting new gene (RING), B box, and coiled-coil (CC) domains] and a C-terminal variable 
domain (CTD). Ubiquitin-loaded E2 and substrate are recognized by the RING and CTD domains of TRIM, respectively. This brings both molecules in close proximity 
and facilitates substrate ubiquitination. Ubiquitin molecules in (A–C) are represented by a U inside a red circle. The number of Us does not represent the actual level 
of ubiquitination.
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E3 ligating (Figure  2A). The first step is the formation of a 
thioester linkage between ubiquitin and the E1. In the next 
step, ubiquitin is transferred from E1 to the active-site cysteine 
of E2. Finally, E3 assists the formation of an isopeptide bond 
between the C-terminal glycine of ubiquitin and a lysine residue 
of a target protein (18–21). Ubiquitin itself can be ubiquitinated 
and form polyubiquitin chains (polyubiquitination). Ubiquitin 
contains seven lysine residues (K6, K11, K27, K29, K33, K48, 
and K63) on which diverse chain types of polyubiquitin can 
be assembled (20) (Figure  2B). In addition, ubiquitin chains 
can also be linked in a linear (M1) fashion by attachment of 
the C-terminal glycine of an ubiquitin to the N-terminal 
methionine of another ubiquitin, resulting in a head-to-tail 
polyubiquitination (22) (Figure  2B). Different ubiquitin 
linkages fulfill different functions (Figure 2B). K48- and K63-
linked polyubiquitin chains are the best characterized. K48 
linkage targets proteins for proteasomal degradation, whereas 
K63 and M1 linkages regulate intracellular immune signals 
(14–16, 23, 24). The other linkage types are referred as “atypi-
cal” and have not been studied in much detail (25). Each chain 
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type has a different three-dimensional conformation that is 
recognized specifically by ubiquitin-binding proteins (UBPs). 
This recognition is essential for the transmission of intracellular 
signaling (26–28). Recently, it has been reported that in addi-
tion to the above described covalently attached polyubiquitin 
chains, unanchored polyubiquitin chains also contribute to the 
activation of intracellular pathways leading to the onset of the 
antiviral response (29, 30).
Ubiquitination is reversed by deubiquitinases (DUBs) that 
detach ubiquitin from the substrate (Figure  2A). This usually 
leads to termination of immune signaling. In this way, ubiquitina-
tion/deubiquitination processes dynamically regulate the early 
innate immune response and prevent immune-mediated host 
damage (13).
TRiPARTiTe MOTiF (TRiM) PROTeiNS 
ARe e3 UBiQUiTiN LigASeS
Tripartite motif proteins have E3 ubiquitin ligase activity and 
form a large family with over 70 members in humans. Their 
name is derived from the fact that they share three conserved 
N-terminal domains: a really interesting new gene (RING) 
domain, one or two B-Boxes (B1/B2) and a coiled-coil (CC) 
domain. By contrast, the C-terminal region is of variable com-
position (31, 32) (Figure 2C). The RING and B-box domains are 
both cysteine–histidine-rich domains that bind zinc atoms. The 
RING domain recognizes the ubiquitin-loaded E2 conjugating 
enzyme and promotes ubiquitin conjugation to target proteins 
(32–35) (Figure  2C). Based on conserved structural features 
with the RING domain, it has been suggested that the B-boxes 
could also contribute to E3 ubiquitin ligase activity of TRIM 
proteins (36, 37). In some TRIMs, B-box domains mediate self-
association, which may be important for TRIM oligomerization 
(38–40). The CC domain is necessary for dimerization of TRIM 
ligases (41). Finally, the variable C-terminal domain may medi-
ate interaction with specific substrates (Figure  2C). The most 
common C-terminal TRIM domain is the PRY-SPRY or B30.2 
domain, which has been proposed to be involved in protein–pro-
tein interactions and/or RNA binding (42).
Tripartite motif E3 ligases regulate many cellular processes, 
including development, cell growth, differentiation, cancer, and 
innate immune response (32, 43–45). Several TRIMs have been 
reported to exhibit antiviral activity either directly or through 
regulation of antiviral cell signaling (45–53).
TRiM25 RegULATeS iNTRACeLLULAR 
SigNALiNg
TRIM25 is a type I and type II IFN-inducible E3 ligase (54) that 
was first identified as an “estrogen-responsive finger protein” 
(EFP) (55). It is composed of a RING domain, two B-boxes 
domains, a CC dimerization domain and a C-terminal SPRY 
domain (Figure 3).
TRIM25 is involved in numerous cellular processes, such as 
development, cancer, and innate immunity (56). Regulation of 
RIG-I signaling by K63-linked polyubiquitination is one of the 
best-characterized roles of TRIM25 (57). Recognition of viral 
RNA by RIG-I exposes its 2CARD domain for binding to the 
C-terminal SPRY domain of TRIM25 (Figure 3). The RING E3 
ligase activity of TRIM25 then conjugates K63-polyubiquitin 
chains to residues K99, K169, K172, K181, K190, and K193 of 
RIG-I (57–59) (Figure 3). The K63-linked ubiquitin chains on 
RIG-I promotes its interaction with “mitochondrial antiviral 
signaling protein” (MAVS, also known as CARDIF, IPS1, or 
VISA) and subsequent downstream activation of intracellular 
antiviral signaling (57, 59, 60) (Figure 3). K172 seems to play a 
central role in this process, since the K172R mutation severely 
reduces ubiquitination of the CARD domain of RIG-I and subse-
quent binding to MAVS (57, 59). Interestingly, phosphorylation 
of the CARD domains of RIG-I prevents CARD ubiquitination, 
indicating that phosphatases need to first dephosphorylate 
CARD-RIG-I and allow TRIM25-mediated polyubiquitina-
tion (61–64). In addition to anchored ubiquitin, RIG-I can be 
activated by binding through its CARD domains to unanchored 
ubiquitin chains assembled by TRIM25 (30). Following RIG-I 
activation, TRIM25-mediated K48-linked ubiquitination and 
subsequent proteasomal degradation of the larger MAVS iso-
form seems to be required for the downstream signaling that 
leads to type I IFN (65), although other studies have shown 
opposite results (66) (Figure 3). Studies in mouse embryonic 
fibroblasts deficient in TRIM25 demonstrated its importance 
in RIG-I activation and IFN-β production in response to viral 
infection (57). All those experiments demonstrated the essential 
role of TRIM25 in RIG-I activation and signaling. Nevertheless, 
the RIPLET E3 ligase has also been shown to be involved in 
RIG-I polyubiquitination and sustained activation (67, 68). 
RIPLET, such as TRIM25, has an N-terminal RING domain 
and a C-terminal SPRY domain. However, RIPLET lacks B-box 
domains and does not belong to the TRIM family. Although it 
has been reported that RIPLET can mediate K63 polyubiqui-
tination of K172 in the CARD domain of RIG-I (67), it does 
not seem that TRIM25 and RIPLET play a redundant role in 
the activation of RIG-I, since RIPLET mainly generates K63 
ubiquitin chains in the RIG-I C-terminal regulatory domain 
(68, 69). Some redundancy in RIG-I activation by different 
TRIM proteins may, however, exist. For example, TRIM4, which 
belong to the same subgroup as TRIM25 in the TRIM protein 
family and share with it similar structural characteristics, can 
also target RIG-I for K63 polyubiquitination in K154, K164, and 
K172 of its CARD domain, which results in the activation IRF3 
and NF-κB, and IFN-β production (70).
TRIM25 may, however, have a dual role in RIG-I regulation, 
as it has been recently reported that TRIM25 negatively regulates 
RIG-I through stabilization of the ubiquitin-like protein FAT10. 
FAT10 non-covalently binds to RIG-I and sequesters it from the 
signaling platform inhibiting IRF3 and NF-κB activation (71) 
(Figure 3). This mechanism may contribute to limit the inflam-
matory response and reduce host damage, since FAT10 is accu-
mulated subsequently to production of inflammatory cytokines 
late during virus infections (71).
TRIM25 also functions as an E3 ligase to conjugate the ubiq-
uitin-like protein ISG15 to target proteins in a process termed 
ISGylation (72). Furthermore, auto-ISGylation of TRIM25 
negatively regulates its ISG15 E3 ligase activity (73) (Figure 3). 
FigURe 3 | TRIM25 participates in several innate immune-related processes and its activity is regulated by cellular and viral proteins. See text for detailed 
description of the individual processes. Ubiquitin molecules are represented by a U inside a red circle. Interactions and inhibitory processes are represented by red 
lines. The number of Us does not represent the actual level of ubiquitination.
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More than 300 proteins, both cellular and pathogen-encoded, 
have been identified as targets for ISG15 conjugation (74). In 
general, ISGylation, as well as free ISG15, has broad-spectrum 
antiviral effects (75–83), although a pro-viral effect has been 
described in the case of hepatitis C virus (84–86). Furthermore, 
human ISG15 has been shown to stabilize USP18, a negative 
regulator of the type I IFN receptor (87). In addition, it has 
been reported that some viruses have developed mechanisms 
to counteract the antiviral actions of ISG15, reflecting the 
importance of this molecule in the response against virus 
infections (88, 89).
In addition to RIG-I, TRIM25 also positively regulates the 
melanoma differentiation-associated protein 5 (MDA5)–MAVS–
TRAF6 antiviral axis leading to activation of NF-κB (90). Also, it 
has been recently reported that the antiviral action of zing-finger 
antiviral protein (ZAP), a cellular protein that inhibits viral 
mRNAs translation, is enhanced by interaction with the SPRY 
domain of TRIM25 (91, 92).
TRIM25 may also associate with p53, and it has been proposed 
that this association promotes p53 degradation, since TRIM25 
silencing increased the accumulation of p53 and reduced prolif-
eration and migration of lung cancer cells (93). By contrast, other 
study showed that TRIM25 enhanced p53 levels by preventing 
their ubiquitination and proteasomal degradation (94). Despite 
increasing p53 levels, TRIM25 also inhibited p53 activity by pre-
venting its acetylation by p300, an essential modification for the 
transcriptional activation of p53 target genes (Figure 3) (94). In 
any case, the regulation of p53 levels and/or activity by TRIM25 
may have a deep impact on the innate immune response against 
infecting pathogens, as it has been reported that p53 upregulates 
the expression of interferon-stimulated genes (ISGs) either 
directly or through upregulation of IRF9, a component of the ISG 
factor 3 (ISGF3) (95–100).
An interesting observation is that TRIM25 can bind RNA 
through its central CC domain (101–103) (Figure 3). This opens 
new possibilities by which TRIM25 may influence intracellular 
signaling and/or replication of RNA viruses. It has been proposed 
that TRIM25 may use the RNA as a scaffold to get close to and 
modify its targets, including RIG-I and viral ribonucleoproteins 
(56). By contrast, as described below, some RNA viruses may take 
advantage of the capacity of TRIM25 to bind RNA to inhibit its 
function (104).
In conclusion, it is becoming evident that TRIM25 acts on 
multiple steps of signaling pathways inside the cell. Both positive 
and negative regulations of these pathways have been reported, 
adding complexity and relevance to the role of TRIM25 in the 
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intracellular innate response. Pieces of evidence of the physi-
ological relevance of TRIM25 in vivo, however, are indirect. For 
example, TRIM25 polymorphisms have been associated with 
differences in the humoral response and secretion of some 
cytokines following measles virus vaccination in children (105); 
and, as described below, particular virus infections of mice also 
suggest a role of TRIM25 in regulating RIG-I in vivo (66, 106). 
Finally, the fact that TRIM25 has been under positive selection 
pressure in primates (107, 108) and that it is a targeted by some 
viral proteins (see next section) also indicates an important role 
of this molecule in the in vivo immunity against viruses.
TRiM25 ACTiviTY iS CONTROLLeD BY 
CeLLULAR AND viRAL PROTeiNS
A strong innate immune response, including RIG-I-mediated 
signaling, is necessary for virus clearance but it has to be tightly 
regulated to prevent excessive inflammation. Therefore, it is 
not surprising that immune signaling pathways are regulated 
by numerous positive and negative interactions, many of 
which are targeted by virus proteins in order to facilitate virus 
replication.
Cyclophilin A (CypA), a peptidyl-prolyl cis/trans isomerase, 
positively regulates RIG-I signaling by two different mechanisms 
(66): (a) CypA promotes the interaction between RIG-I and 
TRIM25, which results in increased TRIM25-mediated K63-
linked ubiquitination and activation of RIG-I (Figure 3) and (b) 
CypA competes with TRIM25 for the interaction with MAVS, 
which reduces TRIM25-induced K48-linked ubiquitination and 
proteasomal degradation of MAVS (Figure  3). Accordingly, 
infection of CypA knockout (KO) mice with Sendai virus resulted 
in reduced expression of type I IFNs and ISGs, higher viral load, 
and severer histopathology in lungs, as compared with wild-type 
infections (66). However, it remains to be elucidated whether 
these in vivo effects in KO mice are mediated by the lack of the 
CypA-dependent regulation of TRIM25 activity or by a different 
mechanism.
The linear ubiquitination assembly complex (LUBAC), com-
posed of the E3 ligases heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase-1 
(HOIL-1L) and HOIL-1-interacting protein (HOIP), negatively 
regulates RIG-I signaling using two different mechanisms 
(109): (a) LUBAC ubiquitinates the C-terminal SPRY domain 
of TRIM25, leading to TRIM25 degradation by the protea-
some (Figure  3). TRIM25 ubiquitination depends on the RBR 
(RING-IBR-RING) domains of both HOIL-1L and HOIP; (b) The 
Npl4-type zinc finger (NZF) domain of HOIL-1L competes with 
TRIM25 for RIG-I interaction, thereby blocking ubiquitination 
and activation of RIG-I by TRIM25 (109) (Figure 3). Recently, 
the ubiquitin-specific protease 15 (USP15), a TRIM25-interacting 
protein, was reported to neutralize the inhibitory effect of LUBAC 
(110). USP15 binds to TRIM25 in viral infections, detaching the 
K48-linked ubiquitin chains assembled by LUBAC on TRIM25, 
thereby stabilizing the TRIM25 protein levels and promoting a 
sustained antiviral response (Figure 3).
TRK-fused gene (TFG) protein, which is another protein that 
interacts with TRIM25, has also been reported to inhibit the 
antiviral signaling mediated by RIG-I, although it is not sure that 
the interaction between TFG and TRIM25 itself is imperative for 
that effect (111).
It has been reported that some viral proteins are able to inter-
act with TRIM25 and inhibit RIG-I activation. For example, 
the non-structural protein 1 (NS1) of influenza A virus (IAV) 
interacts with the CC domain of TRIM25 preventing its dimeri-
zation and K63-linked ubiquitination of the RIG-I CARDs, 
thereby suppressing RIG-I signal transduction (60, 106, 112) 
(Figure 3). This interaction seems to be mediated by residues 
E96/E97 in NS1, since an E96A/E97A NS1 mutant cannot 
interact with TRIM25, and also did not inhibit ubiquitination-
mediated RIG-I signaling (106). Interestingly, in contrast to the 
wild-type virus, the E96A/E97A NS1 mutant was not virulent 
in mice (106). Since residues 96 and 97 have not been associ-
ated with other NS1 functions, it is tempting to speculate that 
the interaction between TRIM25 and NS1 is required for IAV 
virulence. In addition to its role in inhibiting RIG-I activation, 
the TRIM25-binding domain of IAV NS1 is needed for suppres-
sion of IL-1β secretion mediated by NLRP3 in macrophages, 
suggesting that TRIM25 may also be involved in the activation 
of this pathway (113, 114).
Another example of TRIM25 regulation by viral proteins is the 
N proteins of the severe acute respiratory syndrome coronavirus 
(SARS-CoV), which binds to the SPRY domain of TRIM25, 
thereby inhibiting activation of RIG-I by TRIM25 ubiquitination 
(115) (Figure 3).
Finally, it has been recently reported that subgenomic RNA 
from dengue virus binds TRIM25, preventing its USP15-
dependent deubiquitination necessary for efficient RIG-I activa-
tion (104).
CONCLUDiNg ReMARKS
Emerging data show that the mechanisms by which TRIM25 
may modulate the innate immune response against viruses are 
multiple and more complex than previously thought. TRIM25 
has a dual role in RIG-I regulation: while TRIM25-mediated 
ubiquitination of RIG-I is essential for the transmission of down-
stream signaling, TRIM25 stabilization of FAT10 blocks active 
RIG-I. In addition, TRIM25 inhibits p53 acetylation, a modifica-
tion indispensable for p53 antiviral activity. Finally, the ability 
of TRIM25 to bind RNA suggests new lines of investigation to 
uncover additional mechanisms of action and potential targets of 
this molecule. This complexity also increases the opportunities to 
develop novel strategies to regulate the innate immune response 
in order to reduce viral replication and/or avoid undesired exces-
sive inflammation.
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A B S T R A C T
Background: TNFAIP3 is a crucial hepatoprotective factor due to its anti-inflammatory, anti-apoptotic, anti-
oxidant and pro-regenerative functions. The aim of this study was to analyze the associations between genetic
variants upstream of TNFAIP3 (rs675520, rs9376293 and rs6920220) and liver fibrosis severity and in-
flammation in HIV/HCV-coinfected patients.
Methods: A cross-sectional study was carried out in 215 HIV/HCV-coinfected patients, who underwent a liver
biopsy. TNFAIP3 polymorphisms were genotyped using GoldenGate® assay. Outcome variables were: a) liver
fibrosis (Metavir score) [fibrosis stage (F0, F1, F2, F3 and F4) and advanced fibrosis and cirrhosis (F≥ 3 and F4,
respectively)]; b) non-invasive indexes [FIB-4, APRI, and their cut-offs (FIB-4≥3.25 and APRI≥1.5)]; c) in-
flammation-related biomarkers (leptin, HGF, NGF, sFasL, sFas, MIF, HA, Ang-2, TIMP1, MMP1 and MMP2).
Results: Patients with rs675520 AG/GG genotypes had decreased odds of having cirrhosis (F4) and advanced
fibrosis (FIB-4≥ 3.25 and APRI≥1.5) [adjusted Odd Ratio (aOR)= 0.30 (p=0.025), aOR=0.20 (p=0.014),
and aOR=0.34 (p= 0.017), respectively] and lower levels of FIB-4 and APRI [adjusted arithmetic mean ratio
(aAMR)= 0.76 (p= 0.003) and aAMR=0.72 (p= 0.006), respectively]. Patients with rs9376293 CT/CC
genotypes had decreased odds of APRI≥1.5 [aOR=0.39 (p=0.030)] and lower levels of APRI [aAMR=0.77
(p=0.018)]. Patients with rs6920220 AG/AA genotypes had higher odds of having FIB-4≥ 3.25 [aOR=3.72
(p=0.043)]. Moreover, rs675520 AG/GG genotypes, compared to AA genotype, were associated with lower
levels of leptin and NGF (p= 0.002 and p= 0.001, respectively) and higher levels of sFas, MIF, TIMP1 and
MMP2 (p=0.004, p=0.007, p=0.020 and p=0.036, respectively). Also, rs9376293 CT/CC genotypes were
related to lower leptin levels (p=0.026) and higher sFas, MIF, TIMP1 and MMP2 levels (p= 0.029, p= 0.040,
p= 0.022 and p=0.024, respectively).
Conclusions: Genetic variants upstream of TNFAIP3 were associated with the liver fibrosis severity and in-
flammation in HIV/HCV-coinfected patients.
1. Introduction
Chronic hepatitis C (CHC) is linked to an important morbidity and
mortality, mainly due to the development of liver fibrosis and its evo-
lution towards cirrhosis and hepatocarcinoma (Mengshol et al., 2007;
Heim and Thimme, 2014). Several factors may accelerate the risk of
these complications such as age at infection, sex, route of infection,
hepatitis C virus (HCV) genotype and obesity, among others (Ortiz
et al., 2002; Rotman and Liang, 2009; Rueger et al., 2015). Ad-
ditionally, human immunodeficiency virus (HIV) infection has a nega-
tive impact on the natural history of CHC in HIV/HCV coinfected pa-
tients, promoting the risk of fibrosis and cirrhosis, and being an
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significant cause of morbidity and death in this group of patients
(Lopez-Dieguez et al., 2011; Macias et al., 2009).
HCV infection modulates host antiviral immune response leading to
chronic inflammation and thus promotes liver fibrogenesis (Friedman,
2010). Both antiviral and inflammatory responses are necessary for the
control of HCV infection, but they have to be tightly regulated to avoid
excessive inflammation and host liver damage. These responses are
regulated to a great extent by processes of ubiquitination/deubiquiti-
nation of different proteins. Tumor necrosis factor alpha induced pro-
tein 3 (TNFAIP3) is a key player in the negative regulation of these
pathways by its dual function as both a deubiquitinase and a ubiquitin
ligase (Arguello et al., 2014). HCV core protein has been shown to in-
duce TNFAIP3 expression in macrophages, which results in inefficient
M1 macrophage polarization and cytokine balance dysregulation
leading to low-grade chronic inflammation during HCV infection (Song
et al., 2016; Fan et al., 2015). Overexpression of TNFAIP3 may also
promote immune suppression via dendritic cells (DCs) (Breckpot et al.,
2009; Song et al., 2008), and negatively regulate myeloid DC function
in patients with CHC (Ma et al., 2014).
In addition, TNFAIP3 has been described as a crucial hepatopro-
tective factor due to multiple functions: a) anti-inflammatory effects,
via a blockade of nuclear factor-kB (NF-kB) activation in response to
several pro-inflammatory mediators; b) anti-apoptotic effects, by in-
hibiting pro-caspase 8 cleavage and preserving mitochondrial integrity;
c) anti-oxidant effects, by leading to higher expression of Peroxisome
Proliferator Activated Receptor alpha and improved energy production,
as well as limiting reactive oxygen species formation; and d) pro-re-
generative effects, by decreasing the expression of cell cycle inhibitors
and increasing IL6/STAT3 proliferative signals (da Silva et al., 2014).
Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) around the
TNFAIP3 gene have an important role in susceptibility to inflammatory
and autoimmune diseases, including rheumatoid arthritis, systemic
lupus erythematosus, inflammatory bowel disease, juvenile idiopathic
arthritis, coeliac disease, psoriasis, coronary artery disease in type 2
diabetes, systemic sclerosis, type I diabetes and Sjogren's syndrome
(Mele et al., 2014; Coenen et al., 2009; Stuart et al., 2015; Wang et al.,
2016; Zhang et al., 2016a; Zhang et al., 2016b). Also, some articles have
described a significant association between TNFAIP3 polymorphisms
and changes in TNFAIP3 mRNA expression (Ungerback et al., 2012).
Some of these polymorphisms, including those reported in the present
study, are located in a non-coding region upstream of TNFAIP3 and
oligodendrocyte transcripcion factor 3 (OLIG3) in 6q23. OLIG3 is a
basic helix-loop-helix transcription factor with known implications in
the development of the nervous system (Liu et al., 2008). However,
these SNPs have been related to TNFAIP3 rather than the OLIG3 gene
due to its implication in inflammation and immunity (Zhu et al., 2015).
The objective of this study was to investigate the associations be-
tween genetic variants upstream of TNFAIP3 (rs675520, rs9376293 and
rs6920220) and liver fibrosis severity and inflammation in HIV/HCV-
coinfected patients.
2. Material and methods
2.1. Patients and study design
A cross-sectional study was carried out in 215 HIV/HCV-coinfected
patients, in whom liver disease was evaluated by liver biopsy from
September 2000 to November 2008. The study was performed in ac-
cordance with the Declaration of Helsinki and all involved patients
signed the consent. The Research Ethic Committee and the Institutional
Review Board of the Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) gave their
approval to our study.
Liver biopsies were performed on naïve patients who were potential
candidates for anti-HCV therapy. Selection criteria were: detectable
HCV RNA by polymerase chain reaction (PCR), no clinical evidence of
hepatic decompensation and availability of a DNA sample, CD4+
lymphocyte count> 200 cells/μL, and stable combination anti-
retroviral therapy (cART) or no need for cART for at least 6months
before study entry according to treatment guidelines (Panel de expertos
de Gesida Plan Nacional sobre el Sida y Asociación Española para el
Estudio del Hígado, 2010; Ghany et al., 2009). Patients with positive
hepatitis B surface antigen, active opportunistic infections, active drug
addiction, and other concomitant severe diseases were excluded. All
patients included in this study were white of European descent.
2.2. Epidemiological and clinical data
Clinical and epidemiological data were obtained from medical re-
cords. Alcohol intake of> 50 g of alcohol per day for at least 12months
was considered as high intake. Body mass index (BMI) was calculated as
the weight in kilograms divided by the square of the height in meters.
The duration of HCV infection for patients with a history of intravenous
drug use was estimated as starting from the first year they shared
needles and other injection paraphernalia, which are the most relevant
risk practices for HCV transmission.
2.3. Liver biopsy
Liver biopsies were carried out as previously described by our gruop
(Resino et al., 2011). Fibrosis and necroinflammatory activity stage
were estimated according to Metavir score as follows: F0, no fibrosis;
F1, mild fibrosis; F2, significant fibrosis; F3, advanced fibrosis; and F4,
definite cirrhosis. The degree of necroinflammation (activity grade) was
scored as follows: A0, no activity; A1, mild activity; A2, moderate ac-
tivity; A3, severe activity. Liver steatosis was determined according to
the existence of hepatocytes containing visible macrovesicular fat
droplets, which was clinically significant when fatty hepatocytes ex-
ceeded 10% of hepatic parenchyma.
2.4. Biochemistry analysis
Biochemistry panel was measured from serum samples using a
clinical chemistry analyzer (Hitachi 912, Boehringer Mannheim,
Germany) in fasting patients.
Non-invasive liver fibrosis indexes were calculated according to the
formula originally described for the Aspartate aminotransferase to
platelet ratio index (APRI): [aspartate aminotransferase (AST)(U/L)/
upper limit of normal for AST (ULN)]/platelet [109/L]× 100; and the
fibrosis 4 index (FIB-4): [age (years)×AST (U/L)]/[platelets (109/
L)× [alanine aminotransferase (ALT) (U/L)]1/2)]. These non-invasive
markers are robust tools to assess liver fibrosis with a potential role in
disease management and clinical decision-making on patients (Resino
et al., 2012).
The insulin resistance degree was determined for each patient using
the homeostatic model assessment (HOMA): [fasting plasma glucose
(mmol/L)× fasting serum insulin (mU/L)]/22.5.
2.5. DNA genotyping
Total DNA was extracted from 200 μL of peripheral blood with
Qiagen kit (QIAamp DNA Blood Midi/Maxi; Qiagen, Hilden, Germany).
Genetic variants upstream of TNFAIP3 (rs675520, rs9376293 and
rs6920220) were genotyped at the Spanish National Genotyping Center
(CeGen). Genotyping was performed by Agena Bioscience's MassARRAY
platform (San Diego, CA, USA) using the iPLEX® Gold assay design
system. The genotyping process consists of two reactions. First, DNA
fragments are amplified by multiplex PCR and second, the allelic dis-
crimination reaction and first extension are carried out. In the iPLEX®
Gold technology, all reactions end after a single base extension that
generates a mass difference in the extension product according to the
added base. This difference in mass is detected by MALDI-TOF mass
spectrometry.
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Frequencies of alleles and genotypes from healthy subjects for the
studied polymorphisms were obtained using the 1000 Genomes Project
website (http://www.1000genomes.org/home). This database contains
a broad representation of common human genetic variations from
multiple populations (Auton et al., 2015). We selected the Iberian po-
pulations in Spain (IBS) that included 107 individuals.
2.6. Plasma inflammation-related biomarkers
Multiplex kits (LINCOplext; LINCO Research, St Charles, MO, USA)
were used to specifically evaluate six plasma biomarkers with the
Luminex 100TM analyzer (Luminex Corporation, Austin, TX, United
States). The plasma biomarkers analyzed were leptin, hepatocyte
growth factor (HGF), nerve growth factor (NGF), soluble Fas-associated
death domain protein ligand (sFasL), soluble Fas-associated death do-
main protein (sFas), and macrophage migration inhibitory factor (MIF).
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits were used to test
the following six plasma biomarkers: hyaluronic acid (HA, HA-ELISA;
Echelon Biosciences Inc., Salt Lake City, UT, USA), angiopoietin-II
(Ang-2, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), tissue inhibitor of me-
talloproteinase-1 (TIMP1), matrix metalloproteinase-1 (MMP1), matrix
metalloproteinase-2 (MMP2) (GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire, UK), and chitinase 3 like 1 (CHI3L1) (Quidel
Corporation, San Diego, CA, USA).
2.7. Outcome variables
We analyzed several outcome variables related to severity of liver
disease, after a minimum follow-up time of 10 years with HCV infec-
tion, by using:
a) Liver biopsy (Metavir score): fibrosis stage as ordinal variable (F0,
F1, F2, F3 and F4) and advanced fibrosis and cirrhosis (F≥ 3 and
F4, respectively) as dichotomous variable;
b) Non-invasive fibrosis indexes: FIB-4 and APRI as quantitative vari-
ables and their cut-off points for advanced fibrosis (FIB-4≥3.25
and APRI≥ 1.5) as dichotomous variable;
c) Twelve Inflammation-related biomarkers: leptin, HGF, NGF, sFasL,
sFas, MIF, HA, Ang-2, TIMP1, CHI3L1, MMP1, and MMP2.
2.8. Statistics
Chi-square test was conducted to analyze the differences in allelic
and genotypic frequencies. For the genetic association study, statistical
analysis was carried out according to additive, recessive and dominant
models, selecting the model that best fit the outcome variable analyzed
in each case. Generalized Linear Model (GLM) was used to investigate
the relationship among genetic variants upstream of TNFAIP3 and se-
verity of liver disease (unadjusted and adjusted models), but depending
on the outcome variable the used model was different: a) For con-
tinuous variables (FIB-4 and APRI): a GLM with a gamma distribution
(log-link) was used. This test provides the differences between groups
and the arithmetic mean ratio (AMR) or the ratio by which the ar-
ithmetic mean of the original outcome is multiplied. b) For categorical
variables: a GLM with ordinal distribution (cumlogit link) and GLM
with binomial distribution (logit-link) were used to investigate the as-
sociation with ordinal (fibrosis stage) and dichotomous (F3, F4, FIB-
4≥ 3.25 and APRI≥ 1.5) outcome variables, respectively. This test
provides the differences between groups and the odds ratio (OR) for
categorical outcome variables. Each regression test was adjusted by
gender, age, nadir CD4+ T-cells, time on cART, BMI, alcohol intake,
AIDS, undetectable HIV-RNA (< 50 copies/ml), HCV genotype, HCV-
RNA≥500,000 IU/ml, HOMA, and interleukin 28B (IL28B)
rs12980275 and patatin like phospholipase domain containing 3
(PNPLA3) rs738409 polymorphisms. Additionally, GLM with a gamma
distribution (log-link) was also used to investigate the association
between genetic variants near TNFAIP3 and inflammation-related bio-
markers. The co-variables used in the multivariate model were nadir
CD4+ T-cells, CD4+ T-cells, time on cART, HIV-RNA (< 50 copies/
ml) and HCV-RNA≥500,000 IU/ml; since these co-variables may very
directly influence the plasma markers of inflammation.
All statistical tests were carried out with the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) 21.0 software (IBM Corp., Chicago, USA). All
p-values were two-sided and statistical significance was defined as p
value< 0.05.
In addition, Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) analyses and
pairwise linkage disequilibrium (LD) analysis were computed by
Haploview 4.2 software, considering equilibrium when p > 0.05.
Haplotype-based association test was performed with Plink software
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) and adjusted by the
same variables as for association with individual SNPs. All p-values
were two-tailed and statistical significance was defined as p < 0.05.
3. Results
3.1. Patients and TNFAIP3 polymorphisms
The summary of epidemiological and clinical characteristics of 215
HIV/HCV-coinfected patients at the time of liver biopsy is shown in
Table 1.
All SNPs had a minimum allele frequency (MAF)>5%, displayed
missing values< 5%, and were in HWE (p > 0.05) (Table 2). The
frequencies of rs675520, rs6920220 and rs9376293 were similar to
those described for healthy IBS subjects and were in accordance with
the data listed on the NCBI SNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/projects/SNP/).
A high LD, defined as non-random association of alleles at different
loci, among genetic variants upstream of TNFAIP3 was found (Fig. 1),
meaning that there is no evidence for recombination between these
SNPs. However, the r-square among SNPs was low (r-square < 0.60;
Fig. 1), meaning that genetic variants upstream of TNFAIP3 do not
provide the same information and cannot be substituted for each other.
3.2. Genetic variants upstream of TNFAIP3 and liver disease
The dominant model of inheritance was the model that best fitted
our data. Patients carrying rs675520 AG/GG had lower values of FIB-4
(p= 0.027; Fig. 2a1) and lower percentages of cirrhosis (F4) and ad-
vanced fibrosis (FIB-4≥3.25 and APRI≥ 1.5) (p= 0.037, p= 0.039
and p=0.039 respectively; Fig. 2a2) than carriers of AA genotype.
Patients with rs9376293 CT/CC genotypes had lower values of APRI
(p= 0.030; Fig. 2b1) and lower percentages of APRI≥1.5 (p=0.033;
Fig. 2b2) than carriers of TT genotype. Furthermore, patients with
rs6920220 AG/AA genotypes had higher values of APRI (p=0.047;
Fig. 2c1) and higher percentages of F4, FIB-4≥ 3.25 and APRI≥ 1.5
(p= 0.047, p= 0.013 and p=0.041 respectively; Fig. 2c2) than car-
riers of GG genotype.
In multivariate analysis, rs675520 AG/GG was associated with de-
creased odds of having F4, FIB-4≥3.25 and APRI≥1.5 [adjusted OR
(aOR)= 0.30 (p=0.025), aOR=0.20 (p=0.014), and aOR=0.34
(p= 0.017); respectively] (Fig. 3A). In addition, the rs675520 AG/GG
genotypes were significantly related to lower levels of FIB-4 and APRI
[adjusted AMR (aAMR)=0.76 (p=0.003) and aAMR=0.72
(p= 0.006); respectively] (Fig. 3A). When patients were stratified by
HCV genotype, rs675520 AG/GG was related with decreased odds of
having FIB-4≥ 3.25 [aOR=0.19 (p=0.035)] and reduced levels of
FIB-4 [aAMR=0.77 (p= 0.026)] in patients with HCV genotype 1/4
(Fig. 3B). Regarding patients with HCV genotype 2/3, rs675520 AG/GG
was associated with decreased odds of having F≥3 [aOR=0.08
(p= 0.028)] and advanced fibrosis stage according to Metavir score
[aOR=0.25 (p= 0.044)], and lower levels of FIB-4 and APRI
[aAMR=0.75 (p= 0.031), and aAMR=0.67 (p=0.013),
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respectively] (Fig. 3C). Regarding rs9376293 polymorphism, the sig-
nificant outcomes were the same as those obtained by the unadjusted
model. Patients with CT/CC genotypes had lower levels of APRI
[aAMR=0.77 (p= 0.018)] and decreased odds of having values of
APRI≥ 1.5 [aOR=0.39 (p=0.030)] (Fig. 3D), being the significance
only remained for patients with HCV genotype 1/4 (Fig. 3E and
Fig. 3F). Also, patients with rs6920220 AG/AA genotypes had higher
odds of having FIB-4≥3.25 [aOR=3.72 (p=0.043)] (Fig. 3G). This
association was only remained for patients with HCV genotype 1/4
(Fig. 3H and Fig. 3I).
As long as the r2 between polymorphisms is very low, we performed
a haplotype analysis (comprised of rs675520, rs9376293 and
rs6920220) in order to capture more genetic variability in the region.
(Supplemental Table 1). The ATA haplotype carriers had higher odds of
having FIB-4≥3.25 (aOR=2.80; p=0.021). The remaining haplo-
types did not show any significant association.
3.3. Genetic variants upstream of TNFAIP3 and inflammation-related
plasma biomarkers
In using unadjusted regression models (Table 3), patients with
rs675520 AG/GG genotypes had lower levels of leptin and NGF
(p= 0.002 and p= 0.001, respectively) and higher levels of sFas, MIF,
TIMP1 and MMP2 (p=0.008, p=0.004, p= 0.016 and p=0.026,
respectively), compared to AA carriers. Furthermore, patients with
rs9376293 CT/CC genotypes had lower leptin levels (p= 0.018) and
higher sFas, MIF, TIMP1 and MMP2 levels (p= 0.025, p=0.016,
p=0.028 and p=0.012, respectively) than patients with TT genotype.
Patients with rs6920220 AG/AA genotypes only had lower MMP1 levels
than rs6920220 GG genotype (p=0.021).
When adjusted regression models were used (Table 3), the rs675520
AG/GG genotypes were associated with lower levels of leptin and NGF
[aAMR=0.44 (p=0.002) and aAMR=0.39 (p=0.002); respec-
tively], and higher levels of sFas, MIF, TIMP1 and MMP2
[aAMR=1.55 (p=0.004), aAMR=1.53 (p= 0.007), aAMR=1.45
(p= 0.020), and aAMR=1.65 (p=0.033); respectively]. The
rs9376293 CT/CC genotypes were related to lower levels of leptin
[aAMR=0.56 (p= 0.026)] and higher levels of sFas, MIF, TIMP1 and
MMP2 [aAMR=1.37 (p=0.029), aAMR=1.36 (p=0.040),
aAMR=1.40 (p= 0.022), and aAMR=1.62 (p=0.022); respec-
tively]. The rs6920220 AG/GG genotypes were only associated with
lower levels of MMP1 [aAMR=0.79 (p=0.006)].
4. Discussion
To our knowledge, this study is the first description of the associa-
tion of genetic variants upstream of TNFAIP3 with severity of CHC in
HIV/HCV-coinfected patients. The major findings were: i) the rs675520
AG/GG genotypes and the rs9376293 CT/CC genotypes were associated
with lower odds of severe liver disease, and a favorable profile of
plasma biomarkers of inflammation and fibrosis; ii) the rs6920220 AG/
AA (risk) genotypes were linked to advanced liver disease by using FIB-
4 and APRI.
The polymorphisms analyzed in this study map to an intergenic
region of 6q23, between the genes OLIG3 and TNFAIP3. OLIG3 appears
to be involved in neuronal development, and therefore is not likely to
be associated with immune-mediated diseases. By contrast, TNFAIP3 is
a negative regulator of NF-kappaB activation and a powerful suppressor
of cytokine signaling (Song et al., 2016), preventing chronic liver in-
flammation (Catrysse et al., 2016) and liver fibrosis (Yang et al., 2012),
and it may modulate the inflammatory response to HCV in the liver
(Song et al., 2016; Fan et al., 2015; Ma et al., 2014). Additionally,
TNFAIP3 has a key role in HCV infection. For instance, TNFAIP3 ex-
pression is induced by HCV core protein and contributes to viral per-
sistence by protecting hepatocytes from cell death due to an anti-
apoptotic effect (Nguyen et al., 2006). TNFAIP3 might also promote the
chronification of HCV infection by maintaining low-grade chronic in-
flammation, which could lead to the long-term development of liver
fibrosis (Song et al., 2016; Fan et al., 2015). With regard to TNFAIP3
polymorphisms, significant implications have been previously de-
scribed in numerous inflammatory and autoimmune diseases (Coenen
et al., 2009; Stuart et al., 2015; Wang et al., 2016; Zhang et al., 2016a;
Zhang et al., 2016b). Our data suggest an important role of certain
genetic variants upstream of TNFAIP3 on the severity of liver disease,
Table 1
Clinical and epidemiological characteristics of HIV/HCV-coinfected patients.
Characteristics All patients
Total No. or patients 215
Male 161 (74.9%)
Age, years 39.8 (37.5; 44.1)
Epidemiological history
HIV acquired by IVDU 190 (88.4%)
Years since HCV infection (n=200) 21.4 (17.1; 24.4)
High alcohol intake (> 50 g per day) 116 (54.2%)
CDC category C 59 (27.4%)
Metabolic markers
BMI, kg/m2 22.3 (20.8; 24.5)
BMI≥25 kg/m2 46 (21.6%)











Nadir CD4+, T cells/μL 195 (84; 325)
CD4+, T cells/μL 472 (324; 682)





















FIB-4 1.46 (1.03; 2.03)
FIB-4≥ 3.25 18 (8.9%)
APRI 0.75 (0.45; 1.30)
APRI≥1.5 35 (17.2%)
Values are expressed as absolute numbers (%) and median (percentile 25;
percentile 75).
Abbreviations: IVDU, intravenous drug user; HCV, hepatitis C virus; CDC,
Centers for Disease Control and Prevention; BMI, body mass index; HOMA,
homeostatic model assessment; cART, combined antiretroviral therapy; PI-
based, protein inhibitor-based therapy; NNRTI-based, non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor -based therapy; NRTI-based, nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitor-based therapy; HIV; human immunodeficiency virus; HIV-
RNA, HIV plasma viral load; HCV-RNA, HCV plasma viral load; FIB-4, Fibrosis-
4; APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index.
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found by using different markers of fibrosis (Metavir score from liver
biopsy and qualitative and quantitative non-invasive markers), which
provides robustness to our findings. Besides, TNFAIP3 polymorphisms
were associated with liver fibrosis independently of other relevant
polymorphisms such as IL28B rs12980275 and PNPLA3 rs738409
polymorphisms.
In order to investigate the possible mechanisms by which these
genetic variants upstream of TNFAIP3 are involved in the development
of advanced fibrosis, we performed an in-silico analysis. By using
rVarBase (Guo et al., 2016), we found that the polymorphism rs675520
is located in a genomic region that overlaps with the location of two
long non-coding RNAs (lncRNAs), lnc-TNFAIP3-3 and lnc-OLIG3-1.
LncRNAs are large RNA transcripts that do not encode for proteins and
have been implicated in a wide range of processes and diseases (Kung
et al., 2013) by targeting different components of the transcription
process. By using lncRNASNP software (Gong et al., 2015), we found
that rs675520 implies a change in the structure of lnc-OLIG3-1 and
causes an increase in interaction between lnc-OLIG3-1 and the mi-
croRNA hsa-miR-4645-3p. Thus, it is plausible that changes in gene
expression of not only TNFAIP3 but also OLIG3 could be implicated in
the susceptibility to inflammatory and immune diseases as well as in the
severity of liver disease. Changes in TNFAIP3 expression have been
associated with rs6920220 polymorphism (Ungerback et al., 2012;
Elsby et al., 2010). Additionally, rs9376293 and rs6920220 seem to
have influence on the chromatin state of the region surrounding the
variant, based on experimental information from the Roadmap epige-
nomics project, as it was annotated in rVarBase. Chromatin state is a
crucial contributor to all genomic processes, controlling and defining
gene expression profiles and contributing to disease (Li et al., 2012). All
these data could explain the association observed between genetic
variants upstream of TNFAIP3 and liver fibrosis in our study. However,
it is also necessary to consider that the three SNPs are in strong LD with
other regulatory SNPs, which could be the causal variant implicated in
the association to liver fibrosis.
Haplotypes (formed by rs675520, rs9376293 and rs6920220) were
also investigated to analyze the association with advanced fibrosis. We
found that only ATA haplotype was associated with advanced fibrosis,
specifically FIB-4≥3.25. This indicates that haplotypes do not improve
the prediction of advanced fibrosis compared to individual SNPs.
Moreover, our study for the first time describes an association be-
tween genetic variants upstream of TNFAIP3 and several inflammation-
related biomarkers in plasma. On the one hand, rs675520 AG/GG and
rs9376293 CT/CC genotypes were linked to lower levels of leptin, and
rs675520 AG/GG genotypes were also associated with lower levels of
NGF. Leptin is an adipokine that mediates hepatic stellate cell (HSC)
activation and liver fibrosis through indirect effects on Kupffer cells,
partially mediated by TGF-β1 (Sacchi et al., 2015). NGF is a neuro-
trophic factor synthesized by immune cells (Lambiase et al., 1997),
which has also been involved in inflammatory and fibrotic disorders
(Bonini et al., 1999). The decreased levels of these profibrogenic and
proinflammatory molecules in rs675520 AG/GG and rs9376293 CT/CC
genotypes are consistent with the protective effect of genetic variants
upstream of TNFAIP3 on the severity of liver disease. On the other
hand, rs675520 AG/GG and rs9376293 CT/CC genotypes were asso-
ciated with higher levels of sFas, MIF, TIMP1 and MMP2; and
rs6920220 AA genotype with higher values of MMP1. Firstly, the Fas
molecule is a member of the TNF superfamily characterized by in-
itiating apoptosis in Fas-bearing cells and inducing the release of
proinflammatory cytokines, enhancing the immune response and self-
tissue damage (Caulfield and Lathem, 2014). However, sFas is gener-
ated by alternative splicing and may block Fas-signaling (Hughes and
Crispe, 1995), leading to apoptosis resistance (Liu et al., 2002), and
consequently, it could ameliorate innate host defense and inflamma-
tion. MIF is a pleiotropic inflammatory cytokine that has been im-
plicated in various inflammatory diseases (Morrison and Kleemann,
2015). However, an antifibrotic effect of MIF has also been described
through the use of C57BL/6 Mif−/− mice (Heinrichs et al., 2011),
which showed strong induced liver fibrosis in the absence of MIF. This
finding supports our observation that genotypes related to higher MIF
levels were associated with lower odds of advanced liver disease.
Regarding the increased levels of TIMP1, MMP1, and MMP2 ob-
served in patients carrying the protective genotypes, it could be ex-
plained by the existence of dynamic changes in TIMP1, MMP1, and
Table 2
Allele and genotype frequencies and Hardy Weinberg Equilibrium (HWE) polymorphisms in the 6q23 region upstream of TNFAIP3 in HIV/HCV coinfected patients
compared to healthy Iberian populations in Spain from 1000 genomes data (http://browser.1000genomes.org/index.html).
Our HIV/HCV group IBS group (n=107) χ2 test(a) χ2 test (b)
SNPs Genotypes Alleles HWE Genotypes Alleles HWE p-value p-value
rs675520 AA 27.7% A 51.1% 0.547 AA 19.6% A 44.9% 0.758 0.380 0.389
AG 46.9% G 48.9% AG 50.5% G 55.1%
GG 25.4% GG 29.9%
rs9376293 CC 16.3% C 40.9% 0.813 CC 18.7% C 46.7% 0.173 0.408 0.364
CT 49.3% T 59.1% CT 56.1% T 53.3%
TT 34.4% TT 25.2%
rs6920220 GG 67.4% G 82.1% 0.948 GG 69.2% G 83.2% 0.664 0.837 0.954
AG 29.3% A 17.9% AG 28.0% A 16.8%
AA 3.3% AA 2.8%
Statistical: P-values were calculated by Chi-squared test; (a), differences in allelic frequencies; (b), differences in genotypic frequencies.
Abbreviations: HWE, Hardy Weinberg Equilibrium; HIV, human immunodeficiency virus; HCV, hepatitis C virus; IBS, Iberian populations in Spain.
Fig. 1. Linkage disequilibrium among polymorphisms in the 6q23 region up-
stream of TNFAIP3. Each square represents a pairwise comparison between two
SNPs.
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MMP2 levels during liver fibrosis. These molecules are involved in
extracellular matrix (ECM) remodeling (Mormone et al., 2011). Serum
MMP1 is decreased in patients with advanced fibrosis stage (Trocme
et al., 2006) and necroinflammation (Murawaki et al., 1999; Leroy
et al., 2004), and increases after liver fibrosis improvement (Trocme
et al., 2006; Murawaki et al., 1999). Conversely, MMP2 is activated in
fibrotic liver and remains elevated during fibrotic progression (Trocme
et al., 2006; Leroy et al., 2004; Latronico et al., 2016; Huang et al.,
2015), but has also been related to accelerated matrix degradation
during fibrosis resolution (Kantari-Mimoun et al., 2017). In fact, the
treatment of HSCs with potential antifibrotic agents has resulted in
increased MMP2 levels (Sakaida et al., 2004). On the other hand,
TIMP1 blocks MMP activity (Mormone et al., 2011) and plays an im-
portant role in promoting liver fibrosis (Mormone et al., 2011; Parsons
et al., 2004). The plasma level of TIMP1 is also elevated in CHC patients
with advanced fibrosis stage (Latronico et al., 2016; Resino et al.,
2010). However, TIMP1 has also been reported as a protector molecule
against acute and chronic liver injury and liver fibrosis induced by
hepatotoxic agents (Wang et al., 2011). Thus, plasma levels of TIMP1
and MMP2 could reflect the fibrotic process in the liver in such a way
that the increase of TIMP1 (pro-fibrotic) levels would be compatible
with the increase of MMP2 (anti-fibrotic) to compensate its effects.
Finally, several aspects must be considered for the correct interpreta-
tion of our results. Firstly, this report has a cross-sectional design with a
limited number of patients, which could limit the finding of significant
values in some groups. Secondly, all selected patients met a set of criteria
for starting HCV treatment (e.g., no alcohol abuse, high CD4 cell counts,
controlled HIV replication, and good treatment adherence), and this may
have introduced a selection bias. Thirdly, this study was performed on
patients with European descent, and it would also be required to carry out
these analyses on different ethnic groups. Finally, our study only included
HIV/HCV-coinfected patients and it would be interesting to know the role
of the studied polymorphisms in HCV monoinfected patients, but we did
not have access to a cohort of HCVmonoinfected patients with biopsy data.
5. Conclusions
In conclusion, the rs675520, rs9376293 and rs6920220 poly-
morphisms upstream of TNFAIP3 were associated with the severity of
liver fibrosis, suggesting that these polymorphisms might play a
Fig. 2. Unadjusted association between polymorphisms in the 6q23 region upstream of TNFAIP3 and liver disease severity in HIV/HCV-coinfected patients.
Statistical: Data are expressed as estimated marginal means from unadjusted generalized linear model for quantitative variables and percentages for dichotomous
variables. P-values were calculated by unadjusted generalized linear model. Statistically significant differences are shown in bold.
Abbreviations: FIB-4, Fibrosis 4 index; APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index.
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significant role in CHC progression, as well as decisions for the optimal
management of infected patients with HIV and HCV. Further analyses
are needed to corroborate these conclusions.
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Abstract: Human respiratory syncytial virus (HRSV) infection is a common cause of severe lower
respiratory tract diseases such as bronchiolitis and pneumonia. Both virus replication and the
associated inflammatory immune response are believed to be behind these pathologies. So far,
no vaccine or effective treatment is available for this viral infection. With the aim of finding
new strategies to counteract HRSV replication and modulate the immune response, specific small
interfering RNAs (siRNAs) were generated targeting the mRNA coding for the viral fusion (F) protein
or nucleoprotein (N), or for two proteins involved in intracellular immune signaling, which are named
tripartite motif-containing protein 25 (TRIM25) and retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I). Furthermore,
two additional bispecific siRNAs were designed that silenced F and TRIM25 (TRIM25/HRSV-F) or
N and RIG-I (RIG-I/HRSV-N) simultaneously. All siRNAs targeting N or F, but not those silencing
TRIM25 or RIG-I alone, significantly reduced viral titers. However, while siRNAs targeting F inhibited
only the expression of the F mRNA and protein, the siRNAs targeting N led to a general inhibition of
viral mRNA and protein expression. The N-targeting siRNAs also induced a drastic decrease in the
expression of genes of the innate immune response. These results show that both virus replication
and the early innate immune response can be regulated by targeting distinct viral products with
siRNAs, which may be related to the different role of each protein in the life cycle of the virus.
Keywords: respiratory syncytial virus; siRNA; innate immune response; treatment
1. Introduction
Human respiratory syncytial virus (HRSV) is an enveloped, single-stranded, negative-sense RNA
virus belonging to the Orthopneumovirus genus within the Pneumoviridae family, whose genome contains
10 genes encoding 11 proteins [1,2]. Three of them (F, G, and SH) are glycoproteins inserted in the
viral envelope. F and G are involved in virus attachment and entry into target cells, while the role
of SH is less clear. Five proteins (N, P, L, M2-1, and M2-2) are involved in viral RNA replication and
transcription. An additional structural protein (M) forms a protein layer under the viral envelope
and participates in virus maturation. Lastly, two non-structural proteins (NS1 and NS2) have been
implicated in counteracting the host immune response to HRSV infection [3,4].
Human respiratory syncytial virus is a recognized important pathogen that causes serious low
tract respiratory infections in infants, the elderly, and immunocompromised people [5,6], and it is
also related to the exacerbation of asthma and chronic obstructive disease [7,8]. It is estimated that
HRSV produces more than 33 million low respiratory infections in children under five years old each
year. Approximately 10% of them require hospitalization and about 60,000 die, mostly in developing
countries [9,10].
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The immune response against HRSV begins in the infected respiratory epithelial cells, where
viral RNA is recognized by pattern recognition receptors (PRRs), mainly retinoic acid-inducible
gene-I (RIG-I)-like and Toll-like receptors, which leads to the induction of type I and III interferons,
inflammatory cytokines, and antiviral genes [11]. The RIG-I is a cytosolic PRR that recognizes
pathogen-specific uncapped RNAs, which trigger the induction of innate immune genes [12]. Retinoic
acid-inducible gene-I, which is encoded by the DExD/H-box helicase 58 (DDX58) gene, is essential for the
development of the early anti-HRSV response [13], and its activity is tightly regulated to ensure proper
termination of immune signaling after virus clearance. This regulation is mainly mediated by processes
of ubiquitination and deubiquitination in which the E3 ubiquitin ligase tripartite motif-containing
protein 25 (TRIM25) has a prominent role [14]. The TRIM25-mediated activation of RIG-I is essential
for the initiation of the intracellular antiviral response, although TRIM25 may also negatively regulate
RIG-I through a different mechanism [15].
Despite its health impact, there is no available vaccine or effective treatment against this virus,
although intensive efforts are being made in both fields [16,17]. In addition to this, the strong
inflammation associated with serious HRSV infections of the lower respiratory tract does not respond
to conventional anti-inflammatory treatments [18]. As a result of all these issues in preventing and
treating HRSV infections, intensive research is being done looking for alternative approaches, such as
the development of antivirals or treatment with immunomodulatory molecules aiming to moderate
the viral-induced pathology.
Recently, synthetic small interfering RNAs (siRNAs) have emerged as promising molecules to
treat several pathologies, including cancer, inflammatory disorders, and metabolic and infectious
diseases [19,20]. Pioneering studies showing the efficacy of siRNAs against viruses included
HRSV [21], human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) [22], and the influenza virus [23,24]. Afterward,
several studies have reported the inhibition of HRSV by siRNA-mediated silencing of a number of
HRSV genes, including NS1, N, P, F, and M2-2 [25–34]. Some of them have been tested in vivo in the
mouse model and found to restrict HRSV replication [25,27,32]. These siRNAs were administered
intranasally and they were effective even when delivered free of transfection reagents and in prophylaxis
or treatment models [25,27,32]. These results encouraged further investigations, and an siRNA
(ALN-RSV01) targeting HRSV N was shown to significantly reduce the number of virus infections in
healthy adults in a Phase 2 study [28]. The ALN-RSV01 was tested in lung transplant patients in a
Phase 2 clinical trial [29,31]. However, although it decreased the rate of new or progressive bronchiolitis
obliterans syndrome, there was no significant effect on viral parameters or symptom scores [31].
With the aim of identifying new molecules to treat HRSV infection, in the present study, we have
designed two bispecific siRNAs that simultaneously target the HRSV F and TRIM25 mRNAs or the
HRSV N and RIG-I mRNAs. The effect of these bispecific siRNAs was compared to monospecific siRNAs
silencing F, N, TRIM25, or RIG-I alone. Both bispecific siRNAs and monospecific siRNAs targeting
viral genes reduced virus growth and proinflammatory cytokine production. Notably, while siRNAs
targeting N and F reduced virus growth to a similar extent, they differed markedly in the inhibition of
viral RNA and protein accumulation as well as in the attenuation of the inflammatory/antiviral response.
2. Materials and Methods
2.1. Cells and Virus
Human lung carcinoma cells (A549) and human carcinoma HeLa-derived cells (HEp-2)
were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, HyClone, Logan, Utah, USA)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Biological Industries, Beit HaEmek, Israel), 4 mM
l-Glutamine (HyClone), 100 U/mL penicillin (Lonza, Verviers, Belgium), and 100 µg/mL streptomycin
(HyClone) (DMEM10). Cells were cultured at 37 ◦C in a 5% CO2 atmosphere. HEp-2 cells were
infected with the HRSV Long strain and the virus was purified from clarified culture supernatants by
polyethylene glycol precipitation and centrifugation in a discontinuous sucrose gradient, as previously
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described [35,36]. The purified virus was aliquoted and stored in liquid nitrogen as a stock for
subsequent infections.
2.2. Viral Infections and Plaque Assays
A549 were infected with HRSV at a multiplicity of infection (MOI) of 3 or 0.1 plaque-forming
units (pfu) per cell in DMEM 2% FBS (DMEM2). Virus adsorption was allowed for 90 min at 37 ◦C.
After this time, fresh DMEM2 was added. Culture supernatants and cell pellets were collected at
different times post-infection. Virus titers were determined in the supernatants and total RNA and
proteins were extracted from the cell pellets.
For HRSV titration, HEp-2 cell monolayers were incubated with serial dilutions of the infected cell
supernatants for 90 min at 37 ◦C and then covered with 0.7% agarose (LM Sieve, Conda, Madrid, Spain)
in DMEM2. Agarose was allowed to harden during 45 min at 4 ◦C, and then cells were transferred to a
CO2 incubator at 37 ◦C for five days. After this, cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS for
45 min, which was followed by methanol permeabilization for 10 min. Virus plaques were visualized
by one hour incubation with a mixture of monoclonal antibodies against HRSV [35], followed by
one hour incubation with an anti-mouse IgG horseradish-peroxidase-linked whole antibody (Abcam,
Cambridge, UK), and 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA).
2.3. Quantitative Real Time-PCR
Total RNA from treated or controlled cells was purified with the ReliaPrep RNA Cell Miniprep
System (Promega, Madison, WI, USA) and was reverse transcribed with the High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the manufacturer’s
instructions. Gene expression was quantitated in triplicate by RT-PCR (qRT-PCR) with a Step One
instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.
TaqMan MGB probes (FAM dye-Labeled, Applied Biosystems) were used for the following
cellular genes: tripartite motif-containing 25 (TRIM25) (Hs01116121_m1), DExD/H-Box Helicase 58
(DDX58) (RIG-I, Hs00204833_m1), actin-β (ACTB) (Hs99999903_m1), interleukin 6 (IL6) (Hs00985639_m1),
interferon-stimulated gene 15 (ISG15) (Hs00192713_m1), interferon-β1 (IFNB1) (Hs01077958_s1), tumor
necrosis factor (TNF) (Hs00174128_m1), and chemokine C-C motif ligand 5 (CCL5) (Hs00982282_m1).
Gene expression was normalized to ACTB expression and relative quantifications were made by the
comparative CT (∆∆CT) method.
Expression of HRSV genes was performed, according to the manufacturer’s instructions,
using a SYBR-Green reaction mix (Power-Up SYBR-Green Master MIX, Applied Biosystems)
and the following primers: N (forward: 5′-CATGATTCTCCTGATTGTGGGATGA-3′, reverse:
5′-TCACGGCTGTAAGACCAGATCTAT-3′); F (forward: 5′-ACCAGCAAAGTGTTAGACCTCAA-3′,
reverse: 5′-TCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTG-3′); NS1 (forward: 5′-GCTTTGGCTAAGGCAGT GAT-3′,
reverse: 5′-CCATTAGGTTGAGAGCAATGTG-3′); L (forward: 5′-TGGCAGTTACAGAGGTTTTG-3′,
reverse: 5′-GCCCGTGAGGATATGTAGGTT-3′); G (forward: 5′-CCTCAGCTTGGAATCAGCTT-3′,
reverse: 5′-GTGGTTTGTTTTGGCGTTGTTT-3′); M (forward: 5′-ACCCAAGGGACCTTCACT-3′, reverse:
5′-GTGTGGGGTTGAGTGTCTTC-3′); and P (forward: 5′-GCTAGGGATGGTATAAGAGATGCC-3′,
reverse: 5′-CTCTGATGTTGGATTGAGAGACACT-3′). Expression of ACTB (β-actin) (forward:
5′-CACCAACTGGGACGACAT-3′, reverse: 5′ACAGCCTGGATAGCAACG3′) was used for normalization.
Relative quantifications were made by the comparative CT (∆∆CT) method.
2.4. Western Blot
Protein levels were analyzed by a Western blot. Cell pellets were lysed in 1% Triton–1% Sodium
Deoxycholate–0.1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) buffer with protease inhibitors (Complete Mini,
Roche, Indianapolis, IN, USA) and protein concentration was determined by the Bicinchoninic acid
(BCA) protein assay (Pierce BCA protein assay, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A total of
10 µg of each protein sample was separated in 10% SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis gels and
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subsequently transferred to an immobilon-P membrane (Millipore, Burlinton, MA, USA). Primary
antibodies for detection of the following proteins were used: actin-β (Ab8224-100, Abcam), HRSV
matrix protein (29 M), HRSV G glycoprotein (021/1 G and 021/2 G), HRSV fusion protein (476–510),
and HRSV nucleoprotein (79 N) [37,38]. Horseradish-peroxidase-linked anti-rabbit or anti-mouse Ig
(Abcam) were used as secondary antibodies. Proteins were visualized by chemiluminescence using the
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher, Rockford, IL, USA) in a ChemiDoc
MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
2.5. Small Interferring RNA Design
Small interfering RNAs against DDX58 (RIG-I) (ID # s223614) and TRIM25 (ID # s15206 and ID
# s15204) were purchased from Ambion (Themo Fisher) (Rockford, IL, USA). The latter siRNA (ID
# s15204) was found to silence the HRSV fusion protein in addition to TRIM25, and it is referred to
as TRIM25/HRSV-F siRNA (Table 1). Following previously described guidelines [39,40], an siRNA
silencing the F glycoprotein alone (HRSV-F) (Table 1) was designed and the sequence was sent to Ambion
for siRNA synthesis. The siRNA targeting the HRSV nucleoprotein (HRSV-N) was also synthesized by
Ambion, and it is based on the sequence of the previously reported siRNA ALN-RSV01 [27] (Table 1).
Table 1. Nucleotide sequences of the siRNAs.





HRSV-N (ALN-RSV01) GGCUCUUAGCAAAGUCAAGtt CUUGACUUUGCUAAGAGCCtt
RIG-I/HRSV-N GGAAAUGGAGCAAGUUGUUtt AACAACUUGCUCCAUUUCCtc
a TRIM25: tripartite motif-containing protein 25. RIG-I: retinoic acid-inducible gene-I. HRSV-F: human respiratory
syncytial virus fusion protein. HRSV-N: human respiratory syncytial virus nucleoprotein. b Dinucleotide overhangs
are in lowercase.
Lastly, a bispecific siRNA targeting the HRSV nucleoprotein and RIG-I (RIG-I/HRSV-N) was
designed using LALIGN software [41]. Human respiratory syncytial virus genome (positive polarity)
was aligned with the RIG-I mRNA. A region of 21 nucleotide residues with high identity between
the two RNAs was selected and a bispecific siRNA was designed following previously described
rules [39,40] and synthesized by Ambion (Figure 1, Table 1).
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long sequence of the two bispecific siRNAs (antisense) silencing TRIM25 and HRSV-F 
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Figure 1. Nucleotide sequence of bispecific siRNAs against viral and cellular genes. The 21-nucleotide
long sequence of the two bispecific siRNAs (antisense) silencing TRIM25 and HRSV-F (TRIM25/HRSV-F)
or RIG-I and HRSV-N (RIG-I/HRSV-N) is shown. Dinucleotide overhangs are in lowercase. Canonical
base pairing with TRIM25, RIG-I, HRSV-F, or HRSV-N mRNAs are represented by colons.
2.6. Small Interfering RNA Silencing
Forty-five thousand A549 cells were seeded in 24-well plates and transfected 24 h later with 6 pmol
of control (negative control #2, Ambion, Thermo Fisher) or specific siRNAs and 1 µL of Lipofectamine
RNAiMAx reagent (Invitrogen, Thermo Fisher) per well, following the manufacturer’s protocols.
Twenty-four hours after transfection, cells were infected with HRSV at a MOI of 3. Additional
experiments were done in which cells were first infected at MOI of 3 or 0.1 and then transfected 8 h later.
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Cell supernatants for viral titration and cell pellets for RNA and protein extraction were harvested at
different hours post-infection, as indicated in the figure legends.
2.7. Cell Viability Assay
Viability of cells transfected with the different siRNAs was determined using an MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium] assay. A549 cells (9 × 103) were seeded onto
96-well plates. The following day, cells were transfected in quintuplicate with the different siRNAs at
the same molar concentration as in 2.6. Ten µl of MTT (5 mg/mL, Calbiochem, San Diego, CA, USA)
were added to each well at 0 and 72 h post-transfection, and cells were incubated for 4 h at 37 ◦C.
After the incubation period, 120 µL per well of isopropanol with 0.04 N HCl were added and the plates
were shaken for an additional hour. Absorbance (A) was measured at 570 nm and the survival rate
was measured as SR (%) = (A treatment/A control) × 100%.
3. Results
3.1. Alignment of the Human Respiratory Syncytial Virus Genome with Innate Immune Genes and Selection of
Bispecific Small Interfering RNAs
Since both virus replication and an inadequate inflammatory response seem to contribute to the
severe pathology caused by HRSV, we wondered if it would be possible to design simple molecules
to have an effect on the two processes at the same time. Specifically, we focused on designing
single bispecific siRNAs able to simultaneously regulate the expression of viral and cellular innate
immune genes. To do this, pairwise alignment was performed between the HRSV genome (positive
polarity) and mRNAs from different genes involved in the regulation of intracellular immune pathways.
These alignments revealed short segments of 12–14 nucleotides with an identical sequence between the
virus and some cellular genes. These sequences may serve as targets for siRNAs modulating both virus
production and the innate immune response. Based on these sequences, several siRNAs were designed
to silence combinations of viral (NS1, N, F, L, trailer) and cellular genes (TNF Alpha Induced Protein
3 (TNFAIP3/A20), Tax1 Binding Protein 1 (TAX1BP1), Cylindromatosis (CYLD), DExD/H-Box Helicase 58
(DDX58/RIG-I), TNF Receptor Associated Factor 3 (TRAF3). and Tripartite Motif Containing 25 (TRIM25)).
Only two out of all the designed siRNAs were able to silence both viral and cellular genes simultaneously
with one targeting TRIM25 and F (TRIM25/HRSV-F) and the other one targeting DDX58/RIG-I and N
(RIG-I/HRSV-N) (Figure 1 and Supplemental Figures S1, S2, and S3). TRIM25/HRSV-F is, in fact, a
commercial siRNA designed by Ambion (ID # s15204) to silence TRIM25 that we found also targets
HRSV-F. TRIM25/HRSV-F matched 21 nucleotides out of 21 with TRIM25 mRNA and 15 nucleotides
out of 21 with HRSV-F mRNA (Figure 1). RIG-I/HRSV-N matched 20 nucleotides out of 21 with RIG-I
mRNA and 18 nucleotides out of 21 with HRSV-N mRNA (Figure 1). The DNA dinucleotide overhangs
contributed to base pairing in most cases (Figure 1).
To compare the bispecific siRNAs, two additional monospecific siRNAs were designed and
synthesized targeting F or N, and two others targeting TRIM25 or RIG-I were purchased from
Ambion (Table 1 and Supplemental Figures S2 and S3). The HRSV-N monospecific siRNA has an
identical sequence to the previously described ALN-RSV01 [27]. All siRNAs were 21 nucleotides
long, had a DNA dinucleotide overhang (Table 1), targeted sequences inside the coding region of the
mRNAs (Supplemental Figures S2 and S3), and silenced the corresponding genes by more than 60%
at 48 h post-transfection (Supplemental Figure S1a). TRIM25 and RIG-I downregulation was also
measured at 24 h post-transfection (before infection) in the case of cells transfected with TRIM25, RIG-I,
TRIM25/HRSV-F, or RIG-I/HRSV-N siRNAs. Even at this early post-transfection time, a clear inhibition
of the expression of the corresponding genes was observed (Supplemental Figure S1b). None of the
siRNAs tested were cytotoxic when transfected in A549 cells and compared to control cells transfected
with no siRNA (Supplemental Figure S4).
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3.2. Small Interfering RNAs Targeting F or N Inhibit Virus Growth
Cells were silenced with individual or mixed monospecific siRNAs, or with bispecific siRNAs in
three distinct conditions of infection/transfection and virus titers were quantified by a plaque assay
(Figure 2): (1) transfection of siRNAs and infection 24 h later at an MOI of 3. (2) Infection at an MOI
of 3 and siRNA transfection 8 h later. (3) Infection at an MOI of 0.1 and siRNA transfection 8 h later.
These three different conditions allow for the testing of three different treatment scenarios: (1) as
prophylactic treatment before infection, (2) as therapeutic treatment in which nearly 100% of cells are
infected, and (3) as inhibitors of virus growth and spread in conditions in which only about 10% of
cells are infected.
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Figure 2. Human respiratory syncytial virus titers in the supernatant of infected cells transfected with
the different siRNAs (upper panel: control, TRIM25, HRSV-F, TRIM25/HRSV-F or a combination of
TRIM25 and HRSV-F (MIX); lower panel: control, RIG-I, HRSV-N, RIG-I/HRSV-N or a combination of
RIG-I and HRSV-N (MIX)). Cells were transfected with the siRNAs before or after virus infection and the
supernatant was collected at 24 and 48 h post infection (hpi). Small interfering RNA/HRSV multiplycity
of infection (MOI) 3 (siRNA/HRSV MOI 3): infection was carried out at 24 h post-transfection at
an MOI of 3. Human respiratory syncytial virus MOI 3/siRNA (HRSV MOI 3/siRNA): cells were
infected at an MOI of 3 and then transfected eight hours later. Human respiratory syncytial virus
MOI 0.1/siRNA (HRSV MOI 0.1/siRNA): infection was done at an MOI of 0.1 and transfection was
carried out eight hours later. Data represent the mean and standard deviation from three independent
experiments. Comparisons between groups were done by the t-test: *, p < 0.05 and **, p < 0.01. For 48
hpi, the decrease in the virus titer (fold over control) for each siRNA and condition is shown in the
table below the graphics.
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Under all three conditions, when compared to cells transfected with a control siRNA, a significant
decrease in virus titers was observed at 48 h post infection (hpi) with bispecific siRNAs (TRIM25/HRSV-F
or RIG-I/HRSV-N), monospecific siRNAs targeting viral F (HRSV-F) or N (HRSV-N), or mixtures of
siRNAs against viral F or N (TRIM25 + HRSV-F or RIG-I + HRSV-N) (Figure 2). No significant decrease
in virus titers was observed with siRNAs targeting TRIM25 or RIG-I alone (Figure 2).
Reduction in virus titers were, however, about 10× greater when the siRNAs were applied before
the infection than after the infection (Figure 2). Administration of the siRNAs before HRSV prevented
the progression of the infection, since virus titers did not increase from 24 hpi to 48 hpi (Figure 2).
By contrast, virus titers increased from 24 hpi to 48 hpi when siRNAs were transfected after HRSV
infection (Figure 2). This increase was less evident in the case of siRNAs targeting F and infections at
an MOI of 0.1 (Figure 2).
The siRNAs HRSV-F, TRIM-25/HRSV-F, and the combination of TRIM25 plus HRSV-F had a
similar effect on virus production (Figure 2). Likewise, HRSV-N and the combination of RIG-I plus
HRSV-N inhibited virus growth to the same extent, even though the bispecific RIG-I/HRSV-N was a
little less effective, especially when administered prior to infection (Figure 2).
3.3. Silencing N, but Not F, Leads to a Generalized Inhibition of Human Respiratory Syncytial Virus RNA
and Proteins
Since a greater inhibition in the viral titer was observed when siRNA transfection was performed
before infection, we further investigated the levels of several viral mRNAs and proteins under this
condition (Figures 3 and 4).
While having a similar effect on viral titers, siRNAs targeting F or N differed substantially in their
impact on viral mRNA and protein expression. The siRNAs targeting F (HRSV-F, TRIM25/HRSV-F and
the combination of TRIM25 plus HRSV-F) significantly decreased the levels of the F mRNA, but not
the other viral gene transcripts, both at 24 hpi and 48 hpi (Figure 3A). By contrast, siRNAs targeting N
(HRSV-N, RIG-I/HRSV-N and the combination of RIG-I plus HRSV-N) drastically reduced the mRNA
levels of all viral proteins tested (N, F, NS1, L, G, M, and P), both at 24 hpi and 48 hpi (Figure 3B).
Again, the bispecific siRNA RIG-I/HRSV-N was a little less effective than HRSV-N or the combination
of RIG-I plus HRSV-N at reducing mRNA (Figure 3B). As expected, siRNAs that targeted TRIM25 or
RIG-I alone did not reduce viral mRNA levels (Figure 3).
Essentially, identical results were observed when the accumulation of viral proteins was analyzed
by Western blotting (Figure 4). Silencing with HRSV-F, TRIM-25/HRSV-F, and the combination of
TRIM25 plus HRSV-F resulted in a large decrease in F protein accumulation, but they had no effect
on the levels of the other viral proteins (Figure 4A). By contrast, HRSV-N, RIG-I/HRSV-N, and the
combination of RIG-I plus HRSV-N siRNAs silenced the expression of all viral proteins studied
(Figure 4B). Once more, the effect of the bispecific RIG-I/HRSV-N, although substantial, was slightly
less than that of HRSV-N or the combination siRNAs (Figure 4B). As anticipated, neither TRIM25 nor
RIG-I siRNAs reduced the accumulation of viral proteins (Figure 4).
3.4. Targeting Human Respiratory Syncytial Virus Nucleoprotein with Small Interfering RNAs Drastically
Reduces the Cellular Innate Immune Response While Human Respiratory Syncytial Virus Fusion Protein
Silencing Has Only a Moderate Effect
The intracellular innate immune response induced by HRSV was analyzed under the three
different conditions of siRNA transfection by measuring mRNAs levels of interleukin 6 (IL6), ISG15
ubiquitin-like modifier (ISG15), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), C-C motif chemokine ligand 5
(CCL5), and interferon beta 1 (IFN-β).
In general, targeting HRSV F with HRSV-F siRNA, TRIM25/HRSV-F siRNA, or the combination
of HRSV-F plus TRIM25 siRNAs moderately reduced the expression of IL6, ISG15, TNF-α, CCL5,
and IFN-β at 48 hpi, but not at 24 hpi (Figure 5). However, ISG15 levels were not significantly reduced
in the cases in which the siRNAs were administered before infection (siRNA/HRSV MOI 3, Figure 5A)
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or when infection at MOI 0.1 was carried out before siRNA transfection (HRSV MOI 0.1/siRNA,
Figure 5C). When the siRNAs HRSV-F, TRIM25/HRSV-F, or the combination of TRIM25 plus HRSV-F
were transfected before infection, the levels of IL6, CCL5, and IFN-β mRNAs increased significantly at
24 hpi (Figure 5A). Tripartite motif-containing protein 25 only silencing did not result in a decrease in
the innate immune response in any case (Figure 5).Biomolecules 2019, 9, x FOR PEER REVIEW  8 of 17 
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Figure 3. Relative levels of HRSV mRNAs (N, F, NS1, L, G, M, and P) in cells transfected with the
different siRNAs. (A) Cells transfected with the siRNAs TRI 25, HRSV-F, TRIM25/HRSV-F or a
combination of TRIM25 plus HRSV-F (MIX). (B) Cells transfected with the siRNAs RIG-I, RSV-N,
RIG-I/HRSV-N or a combination of RIG-I plus HRSV-N (MIX). Cells were transfected with the siRNAs
and infected 24 h later at an MOI of 3. Levels of HRSV mRNAs were quantified by quantitative real
time-PCR at 24 and 48 hpi and represented as fold over viral mRNAs expressed in cells transfected with
a control siRNA. Data represent the mean and standard deviation from three independent experiments.
Comparisons between groups were done by the t-test: *, p < 0.05 and **, p < 0.01.
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Figure 4. Levels of HRSV proteins (G, F, N, and M) in cells transfected with different siRNAs. (A) Cells
transfected with the siRNAs TRIM25, HRSV-F, TRIM25/HRSV-F or a combination of TRIM25 plus
HRSV-F (MIX). (B) Cells transfected with the siRNAs RIG-I, HRSV-N, RIG-I/HRSV-N or a combination
of RIG-I plus HRSV-N (MIX). Cells were transfected with the siRNAs and infected 24 h later at an MOI
of 3. Protein extracts were done at 24 and 48 hpi. The Western blot was utilized to analyze the cells
using specific antibodies. The levels of β-actin (ACTB) are shown for comparison.
By contrast, when the expression of HRSV N was reduced by the siRNAs HRSV-N, RIG-I/HRSV-N,
and the combination of RIG-I plus HRSV-N, a strong decrease in the innate immune response was
observed at 48 hpi (Figure 5). In addition, this response was also inhibited at 24 hpi when siRNAs
were administered before the infection (Figure 5A), and, in some cases, when delivered after infection
(Figure 5B,C). Unlike what happened with the monospecific siRNA targeting TRIM25, RIG-I siRNA
alone was able to considerably reduce the innate immune response (Figure 5). This discrepancy
between the effects f TRIM25 and RIG-I siRNAs may be related to the fact that TRIM25 has a dual
role in RIG-I regulation, since it also negatively regulates RIG-I through an indirect mechanism [15].
In addition, other E3 ubiquitin ligases may compen ate for the TRIM25 downregulati n [12].
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Figure 5. Relative levels of mRNAs from genes involved in the antiviral immune response in cells
transfected with the different siRNAs. (A) Cells were transfected with the indicated siRNAs and
infected 24 h later at a MOI of 3. (B) Cells were infected at a MOI of 3 and transfected 8 h later
with the indicated siRNAs. (C) Cells were infected at a MOI of 0.1 and transfected 8 h later with the
indicated siRNAs. Transfection/infection were done as in Figure 2. Levels of mRNAs were quantified
by qRT-PCR at 24 and 48 hpi and represented as fold over mRNAs expressed in cells transfected with a
control siRNA. Data represent the mean and standard deviation from three independent experiments.
Comparisons between groups were done by using the t-test: *, p < 0.05 and **, p < 0.01.
4. Discussion
While great efforts are being made to find prophylactic and therapeutic treatments for HRSV and
to understand the role of the immune response in the development of the HRSV-induced pathology,
no approved vaccine or effective therapeutic treatment is currently available for this virus. In the search
for novel treatments for HRSV, we have explored the idea of inhibiting both the virus replication and the
innate immune response by designing bispecific siRNAs able to simultaneously silence the expression
of viral proteins and cellular proteins involved in pathways leading to the inflammatory/antiviral
response against HRSV. Alignment of the mRNA sequences of some of these cellular proteins with the
HRSV genome (positive polarity) showed that there were short segments highly conserved between
them that could be targeted by bispecific siRNAs. Based on this, two siRNAs were obtained that
silenced TRIM25 and the HRSV F while also silencing RIG-I and HRSV N.
Small interfering RNAs have several advantages as potential treatments against diverse pathogens.
They are cheap and easy to produce, they can be lyophilized to increase their stability, and they
are highly specific. An additional advantage in the case of respiratory viruses is that they can be
administered locally to the respiratory tract. Furthermore, they can be easily delivered as combinations
of siRNAs targeting distinct regions in the same or different viral genes. This will improve the efficacy
of the treatment while expanding the spectrum of susceptible genotypes and limiting the emergence of
treatment-resistant variants [42]. Therefore, it is not surprising that the number of published clinical
studies using siRNAs has increased remarkably in recent years [19]. Despite all of this, off-target effects
of siRNAs still remain an important problem to deal with. We performed a cytotoxic assay that ruled
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out any mayor effect of the siRNAs tested on the cell viability. In addition, these siRNAs do not seem
to induce a significant interferon response leading to a general translation arrest since: (1) in the case of
cells transfected with Control, RIG-I and TRIM25 siRNAs, viral protein levels increased from 24 hpi.
to 48 hpi (Figure 4); (2) HRSV-F and TRIM25/HRSV-F siRNAs inhibited only the expression of the F
protein, but not the accumulation of the other viral proteins (Figure 4); and (3) the antiviral activity of
HRSV-N (ALN-RSV01) has not been shown to be mediated by interferon [27]. However, it is difficult
to completely rule out any off-target effect of siRNAs on host genes, since the siRNA guide strand may
silence unintended mRNAs by a mechanism similar to micro RNA silencing, in which only partial
sequence complementarity, mainly mediated by the seed sequence (nucleotides 2–8), is required [39].
Both virus replication and an inadequate immune response seem to be responsible for the
pathology caused by HRSV [43]. Thus, targeting these two elements of HRSV infection could improve
virus clearance and ameliorate disease symptoms. Khaitov et al. have reported that the combined
administration of siRNAs targeting HRSV and IL4 reduced inflammation in a mouse model of asthma
exacerbation, in which mice were sensitized with ovalbumin before HRSV infection [44]. The host
immunity against HRSV is initiated in the infected pulmonary epithelial cells, the primary targets of
HRSV infection. These cells secrete pro-inflammatory cytokines and chemokines that promote tissue
inflammation and contribute to the induction of the subsequent adaptive response. Therefore, in the
same lung epithelial cell, both HRSV replication and the early innate immune response can be targeted
at the same time. We have used a lung epithelial cell line to analyze the simultaneous inhibition of HRSV
growth and the cellular immune response with bispecific siRNAs. Although bispecific siRNAs and the
combination of siRNAs against both the virus and the innate immune genes reduced virus production
and the inflammatory/antiviral response in infected cells, it was found that monospecific siRNAs
silencing viral genes alone reduced the intracellular innate response. However, our results showed
that the quantitative impact of these siRNAs on the immune response differed considerably. This may
be related to the role of the viral protein in the life cycle of the virus, as pointed by Bitko and Barik [21].
Thus, the inhibition of N expression reduced viral replication and, therefore, the amount of total viral
RNAs. Since these RNAs act as substrates for PRRs [45], N silencing resulted in a drastic reduction in
the cellular innate immune response. By contrast, silencing HRSV F, which is not involved in HRSV
replication/transcription, did not result in a generalized viral RNA decrease, and intracellular signaling
mediated by PRRs continued, to some extent, in these siRNA-transfected cells. This strongly indicates
that targeting distinct HRSV genes would lead to different inflammatory/antiviral response outcomes
without compromising viral titer reduction. Our results are in line with those of a recent report in
which the interferon response induced by HRSV in epithelial cells was modulated by target-specific
antiviral treatment with small-molecule inhibitors [46]. An HRSV polymerase (L) inhibitor leading
to the accumulation of abortive viral RNAs induced the upregulation of interferon-stimulated genes,
while another L inhibitor leading to overall suppression of HRSV RNA synthesis resulted in the
attenuation of the RIG-I-like pathway [46].
The immune response against HRSV is complex and several viral and host factors have been
related to HRSV immunopathology [43]. Protective immunity includes virus-neutralizing antibodies,
mostly against the F protein [2]. However, it is not clear if a potent early innate immune response is
beneficial or detrimental to prevent from severe HRSV infections [47]. Furthermore, it is probable that
some aspects of that response are beneficial and others are not, and this may depend on the infected
person. Therefore, although we have focused on reducing an early innate response against the HRSV,
it is possible that, in some circumstances, a strong response is required. In this case, it would be
desirable that the silencing of the HRSV genes does not significantly reduce this response. In addition,
high expression of the viral glycoproteins (F and G), which are targets for neutralizing antibodies,
should be maintained. As shown in the present report, silencing HRSV N drastically reduced the
innate immune response, as well as the expression of F and G. On the contrary, silencing F had a
moderate effect on the innate immune response but drastically reduced the expression of the protein F,
which is the main target for neutralizing antibodies. Previous studies using siRNAs against HRSV
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have focused on proteins involved in replication/transcription (N, P, and M2-2) [26,27,30,32,34] or the
fusion F protein [30,33]. In all cases, a substantial decrease in virus titers has been reported. However,
in most reports, the early innate immune response has not been assessed, which precludes a direct
comparison with our data. In any case, it would be interesting to silence other HRSV genes not
involved in virus replication/transcription or the induction of neutralizing antibodies, such as the
matrix (M). M silencing would allow both the accumulation of enough RNA and viral glycoproteins
for the development of the innate immune response and the induction of neutralizing antibodies.
An additional advantage of the HRSV M protein is that it is one of the most conserved proteins of the
virus [48], so it would be easier to design an siRNA effective against most HRSV isolates. Another
approach is targeting non-structural HRSV genes that antagonize the host IFN response. For example,
it has been reported that an siRNA against the HRSV NS1 reduced virus replication in A549 cells and
mice, while upregulating the expression of IFN-β [25]. However, the reduction in HRSV production
may have been due to the upregulation of the innate immune response rather than due to the direct
silencing of viral RNA [25].
As mentioned before, siRNAs have several advantages, including that they can be easily designed
to target almost any viral or cellular gene. This offers a plethora of alternatives to treat viral or other
pathogen infections while fine-tuning the associated immune/antiviral response. Since intracellular
immune pathways are tightly regulated by positive and negative regulators, different combinations
of siRNAs against viral and cellular genes can be envisaged to inhibit virus growth and to reduce or
potentiate the inflammatory/antiviral response as needed. However, this versatility will likely require
the use of combination of siRNAs against viral and cellular siRNAs rather than bispecific siRNAs since
the latter are restricted by the existence of sequence similarities between the viral and cellular genes
of interest.
Lastly, as shown in the present study and in other studies [25,27,32], siRNAs against HRSV are
highly effective when administered before infection, but they also work when delivered after infection,
which suggests that they could be useful both in prophylactic and therapeutic treatments.
5. Conclusions
In conclusion, although several studies have reported that different siRNAs against HRSV reduced
virus growth, our results show that the effect of those siRNAs should be assessed not only by taking
into account virus replication but also by taking into account their effects on the immune response.
In addition, different combinations of viral and cellular gene silencing may provide us with specific
tools to control the undesired aspect of the immune response against HRSV while potentiating the
protective ones. This suggests new avenues to explore in the design of novel antiviral treatments based
on siRNAs, which may contribute to a better management of HRSV infections.
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